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In der vorliegenden Arbeit wurden alle englisch-sprachigen Fachbegri￿e ins Deutsche
￿bersetzt, f￿r die es sinnvoll m￿glich war. Ansonsten wurde die englische Bezeichnung
beibehalten, da es sich in diesen F￿llen zumeist um Bezeichnungen handelt, die zum
Eigennamen geworden sind. Dies Begri￿e sind in der folgenden Tabelle n￿her beschrie-
ben.
Verzeichnis der verwendeten Abk￿rzungen und Begri￿e
3-AT 3-Amino2,4,6-triazol
At Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand)
BIFC Bimolecular ￿uorescence complementation analysis (Split YFP), Me-
thode zum ￿uoreszenzmikroskopischen Nachweis von Protein-Protein
Interaktionen
C-Terminus Carboxy-Terminus des Proteins
Decapping Prozess des 5’-3’mRNA-Abbau, bei dem die mRNA Kappenstruktur
(Cap) enzymatisch entfernt wird
Dcp1 regulatorische Untereinheit des Decapping Komplexes
Dcp2 enzymatische Untereinheit des Decapping Komplexes, Decapping En-
zym
DIC Di￿erenzieller Interferenz Kontrast (Mikroskopie) (di￿erential inter-
ference contrast)
EST expressed sequence tag, Nachweis einer mRNA in einem Gewebe
GFP green ￿uorescent protein
3HA dreifache Wiederholung des H￿maglutinin Antigenepitops des In￿u-
enza Virus
viAbk￿rzungsverzeichnis und Glossar vii
His3 Gen codierend f￿r die Imidazol-Glycerolphosphat-Dehydrase
Hs Homo sapiens
HSG Hitzestressgranula
Hsp Hitzestressproteine
IF Immuno￿uoreszenz
Le Lycopersicon esculentum (Tomate)
Lsm Sm-like proteins; RNA-Bindeproteine mit charakteristischer und
hochkonservierter SM-Dom￿ne
Mt Medicago truncatula (Gestutzter Schneckenklee, Leguminose)
N-Terminus Amino-Terminus des Proteins
PBy P-body, mRNA processing body, Ort des 5’-3’mRNA-Abbau
RNAi RNA Interferenz
ORF open reading frame, codierende Sequenz f￿r ein Protein
Os Oryza sativa (Reis)
RSG RNA Stress Granula, analoge Strukturen zu den Stress Granula (SG)
der S￿ugerzellen, die f￿r die Speicherung von mRNA unter Stressbe-
dingungen dienen.
RFP red ￿uorescent protein
Sc Saccharomyces cerevisae
SG Stress Granula; Speicherkompartimente der S￿ugerzellen f￿r mRNA
unter Stressbedingungen
Strep kurze Peptidsequenz, die als Antigen dient
Tag an ein Protein angeh￿ngte Peptidsequenz, die zum Nachweis des Pro-
teins in Lokalisations- bzw. Western Analysen dient
T-DNA Transfer DNA von Agrobacterium tumefaciens
Xrn 5’-3’mRNA-Exoribonuklease
YFP yellow ￿uorescent protein1 Einleitung
Wachstum und die Entwicklung von Organismen sowie deren F￿higkeit, sich an wech-
selnde Umweltbedingungen anzupassen, erfordert die regulierte Expression von Genen.
Eine zentrale Stellung nimmt dabei die Regulation auf transkriptioneller Ebene ein.
Weiterhin spielen post-transkriptionelle Mechanismen wie zum Beispiel mRNA-Export,
mRNA-Translation, mRNA-Abbau als auch Proteinmodi￿kation eine sehr wichtige Rol-
le. Diese Mechanismen bieten der Zelle zus￿tzliche M￿glichkeiten sowie das erforderliche
Ma￿ an Flexibilit￿t, schnell auf Ver￿nderungen in ihrer Umwelt zu reagieren.
1.1 mRNA als zentrales Molek￿l in der zellul￿ren
Genexpression
Die messenger RNA (mRNA) ist ein kurzlebiges Zwischenprodukt beim Transfer der
genetischen Information von DNA zum Protein. Sie bietet einen wichtigen Angri￿spunkt
f￿r die Regulation der Genexpression, da die Menge der mRNA sowie die Zug￿nglichkeit
f￿r die Translationsmaschinerie direkt die Synthese eines Proteins bestimmt.
Die mRNAs der Eukaryonten werden kotranskriptionell durch kovalente Bindung ei-
nes methylierten Guanosin (m7G, Kappenstruktur) am 5’ Ende und durch Anheftung
eines PolyA Schwanzes (70-300 Nukleotide) am 3’ Ende modi￿ziert (Abb. 1.1). Diese
charakteristischen Strukturen werden von Proteinen gebunden (messenger ribonucleo-
protein: mRNP) und spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von zellul￿ren Pro-
zessen wie zum Beispiel mRNA-Splicing, Export und Translation sowie mRNA-Abbau.
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Abbildung 1.1: Charakteristische Strukturen eukaryontischer mRNA. Die mRNA besteht aus
einem o￿enen Leserahmen (ORF), einer 5’UTR und einer 3’UTR (untranslatierte Region). Die
mRNA ist an ihren beiden Enden mit einer Kappenstruktur (5’Ende) und einem polyA Schwanz
(3’Ende) modi￿ziert. Die Kappe besteht aus einem 7-methyl-Guanosin, das ￿ber eine 5’-5’-
Triphosphat-Bindung mit dem ersten Nukleotid der mRNA verkn￿pft ist. Die Kappenstruktur
wird bereits w￿hrend der Transkription durch die Guanylytransferase kovalent mit der neu
synthetisierten mRNA verkn￿pft und anschlie￿end durch die Guanine-N7-methyltransferase
modi￿ziert. Die Pfeile zeigen die Schnittstellen der jeweiligen Decapping Enzyme an. Bei der
Hydrolyse durch Dcp2 entsteht ein m 7GDP und ein Transkript mit 5’Monophosphat Ende,
wohingegen bei der Hydrolyse durch DcpS m 7GMP und eine mRNA mit 5’Diphosphat Ende
entsteht. Dcps ist auch am Abbau des m 7GDP, dass aus dem Abbau durch Dcp2 resultiert,
beteiligt.1 Einleitung 3
1.2 Die biologische Rolle von mRNA-Abbau
Der mRNA-Abbau ist eine kritische Komponente der eukaryontischen Genexpression
und erm￿glicht die Feinregulation der basalen Genexpression. So kann im eukaryonti-
schen Organismus bei ver￿nderten Umweltein￿￿ssen die Genexpression schnell beein-
￿usst werden. Es existieren zahlreiche Beispiele, bei denen die mRNA-Stabilit￿t durch
verschiedene Signale reguliert wird. Die mRNA-Abbauwege spielen ebenfalls eine wichti-
ge Rolle in der Abwehr von Viren, in der mRNA-Biogenese, beim Abbau von fehlerhaften
mRNAs, sie sind an RNA Interferenz-Mechanismen (siRNA und miRNA) beteiligt und
verdeutlichen die zentrale Funktion des mRNA-Abbaus in der eukaryontischen Genex-
pression (Dykxhoorn et al., 2003; Kim, 2005).
1.3 Die mRNA-Abbauwege in Eukaryonten
Durch die einfache gentechnische Handhabung von Saccharomyces cerevisae (B￿cker-
hefe) stammen die meisten Erkenntnisse ￿ber mRNA-Abbau aus Experimenten mit
diesem Organismus. Die bisherigen Ergebnisse deuten daraufhin, dass vier mRNA-
Abbaumechanismen bis zu den h￿heren Eukaryonten konserviert sind: (1) deadenylier-
ungs-abh￿ngiger 5’-3’mRNA-Abbau, (2) deadenylierungs-abh￿ngiger 3’-5’mRNA-Ab-
bau, (3) spezialisierter deadenylierungs-unabh￿ngiger mRNA-Abbau wie zum Beispiel
der Abbau von fehlerhafter mRNA und (4) deadenylierungs-unabh￿ngiger endonukleo-
lytischer mRNA-Abbau (Abb. 1.2).
1.3.1 Deadenylierungs-abh￿ngiger mRNA-Abbau
Die deadenylierungs-abh￿ngigen Abbauwege stellen die Hauptabbauwege dar und sind
auch in h￿heren Eukaryonten konserviert. Der Abbau der deadenylierten mRNA vom
3’Ende wird durch einen Multiproteinkomplex katalysiert, der aus mehreren 3’-5’Exo-
ribonukleasen besteht und als Exosom bezeichnet wird. Das Exosom ist auch an zahlrei-1 Einleitung 4
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Abbildung 1.2: ￿bersicht ￿ber eukaryotische mRNA-Abbaumechanismen. (1) Der generel-
le Abbau von mRNA ist deadenylierungsabh￿ngig (blau). (2) Danach wird die mRNA ent-
weder nach einer Decapping-Reaktion in 5’-3’Richtung oder (3) decapping-unabh￿ngig in
3’-5’Richtung abgebaut. (4) Nonsense mRNA (NMD) werden ￿ber einen deadenylierungs-
unabh￿ngigen Decapping-Mechanismus der 5’-3’Exoribonuklease zugef￿hrt (gr￿n). (5) Wenn
die mRNA kein Stop Kodon (NSD) enth￿lt, wird sie dem 3’-5’Abbau zugef￿hrt (gr￿n). (6) In
h￿heren Eukaryonten wird der Abbau von vielen mRNAs durch kleine einzelstr￿ngige mRNAs
(siRNA/miRNA; 19-25nts) reguliert (rot). Diese kleinen mRNAs be￿nden sich in einem RISC
Komplex (RNA inducing silencing complex), der an eine komplement￿re Sequenz in der Ziel
mRNA bindet und die Spaltung der mRNA induziert. Die ungesch￿tzten 5’- und 3’-Enden
erlauben anschlie￿end einen schnellen Abbau ￿ber die allgemeinen Abbauwege.1 Einleitung 5
chen mRNA-Reifungsprozessen im Zellkern beteiligt (van Hoof und Parker, 1999; Butler,
2002). Beim 5’-3’mRNA-Abbau wird nach der Deadenylierung die 5’Kappenstruktur
der mRNA entfernt, und damit die mRNA f￿r den exonukleolytischen Abbau durch
eine 5’-3’Exoribonuklease zug￿nglich gemacht.
Welcher Abbauweg den Hauptweg darstellt, ist bisher nicht gekl￿rt. M￿glicherweise
bestehen dabei Unterschiede zwischen den Organismen. In Hefe ist jeder Weg f￿r das
Zellwachstum ausreichend, wohingegen ein Ausfall beider Abbauwege zum Tode f￿hrt
(Johnson und Kolodner, 1995; Anderson und Parker, 1998).
1.3.2 Entfernung fehlerhafter mRNA ￿ber speziellen Abbau
Der Abbau von mRNA ohne vorhergehende Deadenylierung ￿ndet bei der Qualit￿ts-
kontrolle von mRNA (mRNA surveillance) statt. Dieser Mechanismus erm￿glicht es der
Zelle, fehlerhafte mRNA, die zum Beispiel ein verfr￿htes Stopkodon (NMD: nonsense-
mediated decay) oder kein Stopkodon (NSD: non-stop mediated decay) enthalten, dem
deadenylierungs-unabh￿ngigem Abbau zuzuf￿hren. Im Falle des NMD Abbauweges wird
die fehlerhafte mRNA dem 5’-3’Abbauweg zugef￿hrt, wohingegen mRNA ohne Stopko-
don vom Exosom abgebaut wird (Muhlrad und Parker, 1994; Frischmeyer et al., 2002;
Cao und Parker, 2003; van Hoof et al., 2002). Dieser Mechanismus bewahrt die Zelle vor
der Produktion fehlerhafter Proteine, die sch￿dliche Auswirkungen auf die Zelle haben
k￿nnen (Amrani et al., 2006).
1.3.3 Endonukleolytischer Abbau
Neueste Erkenntnisse zeigen, dass in h￿heren Eukaryonten die Stabilit￿t von mRNA
auch ￿ber 19-25bp RNA Fragmente (siRNA und miRNAs) reguliert wird. Diese k￿n-
nen sich sequenzspezi￿sch an eine mRNA komplement￿r anlagern und einen endonu-
kleolytischen Schnitt in dieser induzieren, der die mRNA direkt f￿r das Exosom und
die 5’-3’Exoribonuklease zug￿nglich macht (Dykxhoorn et al., 2003; Kim, 2005).1 Einleitung 6
1.4 Der 5’-3’mRNA-Abbau
Der 5’-3’mRNA-Abbau wurde bisher haupts￿chlich in Hefe und in S￿ugerzellen aufge-
kl￿rt. Im folgenden beziehen sich die Beschreibungen gr￿￿tenteils auf diese Organismen.
Auch wenn bereits deutliche Unterschiede zwischen diesen Organismen beobachtet wur-
den, deutet sich an, dass die Grundmechanismen in allen Eukaryonten konserviert sind
(Abb. 1.3).
1.4.1 Deadenylasen
Die Deadenylierung der mRNA ist der erste und die Geschwindigkeit bestimmende
Schritt im 5’-3’mRNA-Abbau (￿bersicht in Meyer et al., 2004). In Hefe wurden zwei
Deadenylasen (3’-5’Exoribonukleasen) charakterisiert: (1) die zytoplasmatische Dea-
denylase PAN (polyA binding protein (PABP)-dependent polyA nuclease) und (2)
Ccr4/Pop2 Komplex (auch Caf1) (Sachs und Deardor￿, 1992; Lowell et al., 1992; Tucker
et al., 2001, 2002). Die Deadenylase PAN ist f￿r die Kontrolle der PolyA L￿nge neu
synthetisierter mRNAs verantwortlich. Dagegen scheint der Ccr4/Pop2 Komplex die
Haupt-Deadenylase im Zytoplasma zu sein. Diese beiden Deadenylasen sind auch in
h￿heren Eukaryonten konserviert (Albert et al., 2000; Temme et al., 2004). In S￿uger-
zellen und P￿anzen ist noch eine zus￿tzliche Deadenylase PARN (polyA ribonuclea-
se) bekannt, die in Hefe und Drosophila nicht vorhanden ist. Bisherige Untersuchungen
konnten jedoch keine zentrale Rolle von PARN im mRNA-Abbau der S￿ugerzellen nach-
weisen. Jedoch konnte f￿r das PARN aus Arabidopsis thaliana eine Rolle w￿hrend der
Entwicklung der P￿anze identi￿ziert werden (Chiba et al., 2004).
1.4.2 Die Decapping-Maschinerie
Im Zytoplasma hat die Kappenstruktur der mRNA eine zentrale Funktion in der Re-
gulation der Translation der mRNA. Sie bietet eine spezi￿sche Erkennungsstruktur f￿r
Translationsinitiationsfaktoren, deren Bindung indirekt den Abbau der mRNA durch1 Einleitung 7
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Abbildung 1.3: Der 5’-3’mRNA-Abbau bei Eukaryonten. Er besteht aus drei Hauptschritten
und (1) beginnt mit der schrittweisen Deadenylierung der mRNA, die sich im Polysomenverband
be￿ndet und translatiert wird. Sobald der PolyA Schwanz eine kritische L￿nge erreicht, ￿ndet
eine Reorganisation in der mRNP-Zusammensetzung statt, die die mRNA in einen translations-
inkompetenten Zustand ￿berf￿hrt. Die daran beteiligten Mechanismen sind noch nicht verstan-
den. Eine wichtige Rolle bei der Transition spielt der heptamere LSm1-7 Komplex. Er bindet an
die deadenylierte mRNA und verst￿rkt die Bindung des Decapping-Komplex (Dcp1/Dcp2) an
die mRNA (2). Anschlie￿end wird die Kappenstruktur entfernt und erm￿glicht den 5’-3’mRNA-
Abbau durch die Exoribonuklease (Xrn) (3). Die Decapping-Reaktion und der exonukleolytische
Abbau geschieht in zytoplasmatischen Mikrokompartimenten, den P-bodies (mRNA processing
bodies).1 Einleitung 8
Exonukleasen verhindert (Schwartz und Parker, 2000; Gallie, 2002; Wilkie et al., 2003)
(Abb. 1.3). Das Entfernen der Struktur f￿hrt zu einem schnellen und kompletten Abbau
der mRNA (Wilusz et al., 2001). Aufgrund der zentralen Stellung der Kappenstruktur,
ist die Decapping-Reaktion ein fein regulierter Prozess. Bei der Decapping-Reaktion des
5’-3’ mRNA-Abbaus wird die m7pppX Kappenstruktur der mRNA enzymatisch durch
den Decapping-Komplex (Dcp1/Dcp2) entfernt und f￿hrt zur Bildung von m7GDP und
einem Transkript mit 5’Monophosphat-Ende (Abb. 1.1). Das Decapping-Enzym Dcps
(Scavenger enzyme), welches ein m7GMP produziert, entfernt die Struktur nur von kur-
zen Oligonukleotiden, die aus dem Abbau durch das Exosom resultieren. Es ist weiterhin
f￿r den Abbau von m7GDP verantwortlich, das durch den Decapping-Komplex entsteht
(Abb. 1.1).
Dcp2
Die enzymatisch aktive Untereinheit des Decapping-Komplex ist das Dcp2 (Abb. 1.1).
Es tr￿gt das charakteristische Nudix/MuT Motiv, das verantwortlich f￿r die enzyma-
tische Aktivit￿t ist. Dieses Motiv ist in vielen Proteinen zu ￿nden, die die Hydrolyse
von Nukleosid-Diphosphat-Bindungen, gebunden an einen Rest X (Nudix), durchf￿h-
ren. Die Nudix-Dom￿ne be￿ndet sich im N-terminalen Teil des Proteins, der besonders
konserviert ist. In dieser Region ￿nden sich auch die charakteristischen Motive BoxA
und BoxB. W￿hrend BoxB f￿r die RNA-Bindung verantwortlich ist, tr￿gt BoxA zur
spezi￿schen Spaltung der α-β-Phosphat-Br￿cke bei (Piccirillo et al., 2003).
Dcp1
Die Aktivit￿t von Dcp2 ist abh￿ngig von Dcp1 (Dunckley und Parker, 1999; Lykke-
Andersen, 2002; van Dijk et al., 2002, Wang et al., 2002). Die exakte Rolle von Dcp1
konnte jedoch noch nicht gekl￿rt werden. Derzeitige Erkenntnisse weisen darauf hin,
dass Dcp1 eine wichtige regulatorische Komponente der Decapping-Reaktion darstellt1 Einleitung 9
(She et al., 2004). Detaillierte Untersuchungen von ScDcp1 haben ergeben, dass der
N-terminale Teil des Proteins zu einer neuen Klasse von EVH1/WH1 Dom￿nen geh￿rt,
die eine Ober￿￿che f￿r Interaktionen mit Prolin-reichen Liganden bieten (Renfranz und
Beckerle, 2002). In S￿ugerzellen existieren zwei Homologe (hDcp1a, hDcp1b). hDcp1a
spielt m￿glicherweise auch eine Rolle bei der TGF β (transforming growth factor) in-
duzierten Transkription. Dcp1 konnte weiterhin in Komplex mit dem Translationsi-
nitiationskomplex beobachtet werden und scheint au￿erdem eine aktive Rolle in der
Translationstermination zu spielen (Vilela et al., 2000; Kofuji et al., 2006).
Die Anaylse von Ph￿notypen lieferte auch Hinweise darauf, dass Dcp1 eine Rolle im
Zellwachstum und der Entwicklung haben k￿nnte. Zum Beispiel k￿nnen Dcp1 Mutanten
von Hefe nicht bei 36◦C wachsen (Beelman et al., 1996; Hat￿eld et al., 1996). Schizo-
saccharomyces pombe Dcp1 Deletionsmutanten sind nicht lebensf￿hig (Sakuno et al.,
2004). In Drosophila f￿hrt die Deletion von Dcp1 zu schweren Defekten in der Reifung
des Embryos, die aus der Fehllokalisation von maternaler mRNA w￿hrend der Oogenese
resultieren (Lin et al., 2006).
1.4.3 5’-3’mRNA-Exoribonuklease
In Hefe und in S￿ugerzellen wurde eine 5’-3’Exoribonuklease (Xrn1) identi￿ziert. Die-
se baut mRNA hydrolytisch in 5’-3’ Richtung zu 5’Mononukleotiden ab, wohingegen
mRNAs mit intakter Kappenstruktur gegen diesen Abbau gesch￿tzt sind. Die Exori-
bonuklease Xrn1 ist in Hefe und S￿ugerzellen haupts￿chlich im Zytoplasma lokalisiert.
In Hefe konnte auch eine Rolle in der Reifung von 5’Enden von ribosomaler RNA
(rRNA) und im Abbau von Prozessierungsintermediaten identi￿ziert werden (Stevens
et al., 1991; Henry et al., 1994). Die Prozessierung der rRNA im Zellkern wird zus￿tz-
lich von Xrn2/Rat1 durchgef￿hrt. Xrn2p ist ausschlie￿lich nukle￿r lokalisiert und ist
essentiell f￿r das Wachstum von Hefe. Es wird vermutet, dass es haupts￿chlich f￿r die
das Trimming (verk￿rzen) der 5’Enden von rRNAs und mehreren snoRNAs w￿hrend1 Einleitung 10
ihrer Reifung wichtig ist (Kenna et al., 1993; Petfalski et al., 1998; Villa et al., 2000).
1.5 Der Decapping-Komplex und regulatorische Proteine
Die exakte Zusammensetzung des Decapping-Komplexes ist bisher nicht aufgekl￿rt.
￿ber Interaktionsstudien mit Dcp1 und Dcp2 aus verschiedenen Organismen wurde
gezeigt, dass diese Proteine miteinander interagieren (Fromont-Racine et al., 2000;
Lykke-Andersen et al., 2002; van Dijk et al., 2002; Lehner und Sanderson, 2004). In
S￿ugerzellen wird diese Interaktion von dem Protein Ge-1/Hedls (human enhancer of
decapping large subunit) vermittelt, und die Decapping-Aktivit￿t von Dcp2 wird auch
durch Hedls in vitro erh￿ht (Fenger-Grłn et al., 2005; Yu et al., 2005). Hedls ist in Hefe
nicht vorhanden, und dies verdeutlicht, dass Unterschiede in der Zusammensetzung der
Decapping-Komplexe existieren.
Es konnten auch zahlreiche Regulatoren wie zum Beispiel Dhh1/p54, Edc1-3 (enhan-
cer of decapping) des Decapping-Komplexes identi￿ziert werden, die bis zu den h￿heren
Eukaryonten konserviert sind (Dunckley und Parker, 1999; Tharun und Parker, 1999;
Steiger et al., 2003; Eystathioy et al., 2002; Cougot et al., 2004; Sakuno et al., 2004).
Allerdings ist die zeitliche und funktionelle Beziehung zwischen diesen Proteinen sowie
deren Ein￿u￿ auf die Decapping-Reaktion noch nicht genau bekannt.
In Hefe und S￿ugerzellen wurde weiterhin ein zytoplasmatischer, heterooligomerer
und ringf￿rmiger Komplex aus sieben LSm Proteinen (Sm-like proteins, LSm1-7) iden-
ti￿ziert, der f￿r die ersten Schritte des 5’-3’Abbaus ben￿tigt wird (Tharun und Parker,
2001). Die Proteine der Sm-Protein-Familie wurden urspr￿nglich in Komplex mit kleinen
mRNA Partikeln im Zellkern identi￿ziert und sind an der Reifung von snRNP und dem
pr￿-mRNA-Splicing beteiligt. Dieser Prozess wird von dem nukle￿ren LSm2-8 Komplex
vermittelt. Die Sm-Proteine sind durch das zweiteilige SM-Sequenz-Motiv charakteri-
siert, das bereits in Archaebakterien zu ￿nden ist und aus sieben hoch konservierten
Aminos￿uren besteht, die von hydrophoben und hydrophilen Aminos￿uren umgeben1 Einleitung 11
sind (Hermann et al., 1995; SØraphin, 1995; Salgado-Garrido et al., 1999). Die Sm-
Dom￿ne dient der Oligomerisierung und Bindung an RNA. Der Name der Dom￿ne
stammt aus fr￿heren Studien, bei denen diese Dom￿ne als Antigen bei Autoimmun-
krankheiten identi￿ziert werden konnte (Tan, 1989).
Der LSm1-7 Komplex verst￿rkt die Decapping-Reaktion auf bisher unbekannte Weise.
Er bindet bevorzugt an das 3’ Ende deadenylierter mRNA und bildet stabile Komple-
xe mit der Decapping-Maschinerie und der 5’-3’Exoribonuklease (Boeck et al., 1998;
Bouveret et al., 2000; Fromont-Racine et al., 2000; He und Parker 2000; Tharun und
Parker, 2001; Tharun et al., 2000; Lehner und Sanderson, 2004).
1.6 mRNA-Abbau und mRNA-Translation
Die Regulation des Abbaus wird haupts￿chlich vom PABP (polyA binding protein), das
den PolyA Schwanz bindet, vermittelt. Dabei hat die L￿nge des polyA Schwanzes einen
bedeutenden Ein￿uss auf die Decapping-Reaktion (Decker und Parker, 1993; Muhlrad
et al., 1994; 1995). So ￿ndet Decapping an mRNAs statt, die nur noch eine polyA L￿nge
von ca. 12nt aufweisen, welche die minimale L￿nge f￿r die Bindung von PABP ist (Sachs
et al., 1987; Decker und Parker, 1993). Die Art und Weise, wie PABP die Decapping-
Reaktion reguliert, ist bisher nicht bekannt. Der regulatorische Ein￿uss von PABP ist
wahrscheinlich mit seiner Funktion in der Translation verkn￿pft. Es wurde beobachtet,
dass PABP mit dem Translationsinitiationskomplex (Cap binding complex), der unter
anderem aus eIF4G, eIF4E, eIF4A und eIF4B besteht, interagiert und die Bildung einer
mRNA-Schleife (mRNA closed loop model) hervorruft, die die Vorraussetzung f￿r eine
e￿ziente Translationsinitiation ist (Tharun und Sachs, 1996; Gallie, 2002) (Abb. 1.3,
1.4). Weiterhin kann PABP die Kappenstruktur auch direkt binden und k￿nnte damit
den Abbau regulieren.
Weitere Untersuchungen an Translationsinitiationsfaktoren deuten darauf hin, dass
eine e￿ziente Translation, beziehungsweise die Translationsinitiation als die Geschwin-1 Einleitung 12
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Abbildung 1.4: Aktuelles Modell, wie die aktive Translation von mRNA den Abbau verhin-
dern k￿nnte. Eine zentrale Stellung nimmt dabei PABP ein, welches den Ringschluss der mRNA
erm￿glicht, sowie das eIF4E das an die Kappenstruktur bindet. Erst wenn der Initiationskom-
plex destabilisiert wird, ist die mRNA zug￿nglich f￿r mRNA abbauende Proteine.
digkeit bestimmender Schritt, die mRNA vor dem Abbau sch￿tzt und damit Translation
und Abbau in Konkurrenz stehen (Muhlrad et al., 1995; Peltz et al., 1992; Beelmann und
Parker, 1994; La Grandeur und Parker, 1999; Schwartz und Parker, 1999). So verringern
Faktoren, die die Assoziation der mRNA mit Ribosomen erh￿hen, die mRNA-Abbaurate
und umgekehrt (Muhlrad et al., 1995; La Grandeur und Parker, 2000; Schwartz und Par-
ker 2000; Tharun und Parker, 2001). Bisher ist allerdings nicht gekl￿rt, wie die aktive
Translation den mRNA-Abbau verhindert. Eine M￿glichkeit ist, dass durch die Bildung
der mRNA-Schleife und die enge Bindung der mRNA durch Proteine, der Zugang f￿r
die Abbau Maschinerie verhindert wird (La Grandeur und Parker, 2000; Wilusz et al.,
2001) (Abb. 1.4).
1.7 Der 5’-3’mRNA-Abbau ￿ndet in spezialisierten
Strukturen statt
Lokalisationsstudien von 5’-3’mRNA-Abbauproteinen (Dcp1, Dcp2, Xrn1, LSm1-7) ha-
ben in Hefe und S￿ugerzellen zur Entdeckung von neuen zytoplasmatischen Strukturen
gef￿hrt, die als Processing bodies (P-bodies, PB) bezeichnet werden (Bashkirov et al.,
1997; Eystathioy et al., 2002; Ingel￿nger et al., 2002; Lykke-Andersen, 2002; van Dijk1 Einleitung 13
et al., 2002; Sheth und Parker, 2003; Cougot et al., 2004). Es zeigte sich, dass die Fak-
toren, die am mRNA-Abbau nach der Deadenylierung beteiligt sind, in den P-bodies
lokalisiert sind (Abb. 1.3). Viele Untersuchungen, insbesondere an Hefe, deuten darauf
hin, dass die P-bodies aktive Zentren f￿r den mRNA-Abbau sind, in denen Decapping
und 5’-3’exonukleolytischer Abbau statt ￿ndet (Muhlrad und Decker, 1994; Poole und
Stevens, 1997; Sheth und Parker, 2003; Teixeira et al., 2005).
Weitere Hinweise stammen aus der Analyse von Hefe Mutanten, bei denen die Schl￿s-
selenzyme des 5’-3’mRNA-Abbau (Dcp1, Dcp2, Xrn1) deletiert sind. Diese Mutanten
wiesen stark vergr￿￿erte P-bodies auf, weil bereits f￿r den Abbau bestimmte mRNAs
in den P-bodies akkumulierten (Sheth und Parker, 2003). In h￿heren Eukaryonten ist
der Nachweis von mRNA-Abbau in den P-bodies nicht m￿glich, da keine mRNA-Abbau
Intermediate in detektierbaren Mengen auftreten, beziehungsweise die 5’-3’Exoribonuk-
lease nicht durch polyG Sequenzen geblockt wird (Kastenmayer et al., 1998). Allerdings
wurde in S￿ugerzellen auch eine Vergr￿￿erung der P-bodies beobachtet, bei denen die
Expression von Xrn1 ￿ber RNAi reduziert wurde. Eine Akkumulation von Abbauinter-
mediaten in P-bodies konnte jedoch bisher nicht nachgewiesen werden (Cougot et al.,
2004).
Die P-bodies sind besonders durch ihre hohe Dynamik charakterisiert. Die Gr￿￿e und
Anzahl der P-bodies variiert in Abh￿ngigkeit vom Status der Translationsmaschinerie,
weil die Translation und der Abbau der mRNA in Konkurrenz zueinander stehen (Ca-
ponigro und Parker, 1996; Schwartz und Parker, 2000; Ramirez et al., 2002; Sheth und
Parker, 2003; Khanna und Kiledjian, 2004; Teixeira et al., 2005). Dies konnte auch durch
Studien der P-bodies unter verschiedenen Stressbedingungen gezeigt werden. Diese zeig-
ten, dass unter Bedingungen, die zur Umprogrammierung der Translation f￿hren, die
P-bodies besonders gro￿ sind (Teixeira et al., 2005). Das hei￿t, die Gr￿￿e der P-bodies
h￿ngt direkt von dem Verh￿ltnis aus mRNA-Zu￿uss und deren Abbau ab.1 Einleitung 14
1.8 RNA Stressgranula speichern mRNA
Vor der Entdeckung der P-bodies konnten bereits in S￿ugerzellen unter verschiedenen
Stressbedingungen die Bildung von mRNA-haltigen Aggregaten, den Stress Granula
(SG), beobachtet werden. Diese sind sehr ￿hnlich in der Proteinzusammensetzung zu
den RNA-Granula in Keimzellen (germ cell granules) und neuronalen Zellen (neuronal
granules) (Schisa et al., 2001; Kosik und Krichevsky, 2002; Leathermann und Jongens,
2003). Die Stress Granula sind sehr dynamisch und ihre Gr￿￿e ist wie bei den P-bodies
direkt von der Translationsrate abh￿ngig (Kedersha et al., 2000). Da Stress Granula un-
translatierte polyA mRNA enthalten, wird vermutet, dass die Rekrutierung der mRNAs
in die Stress Granula deren Stabilit￿t und Translation reguliert und die mRNA unter
g￿nstigen Bedingungen wieder frei gesetzt und entweder der Translation oder dem Ab-
bau zugef￿hrt wird. Die Stress Granula werden auch als mRNA-Speicherkompartimente
bezeichnet. In Zusammenarbeit mit Dr. M. Fauth konnten auch bei Untersuchungen
von Lycopersicon peruvianum Zellkulturen sowie Arabidopsis thaliana und Nicotiana
plumbaguinifolia nach einer kurzen Stressphase zytoplasmatische Strukturen identi￿-
ziert werden, die analog zu den Stress Granula sind und als RNA Stressgranula bezeich-
net werden (RSG) (siehe Abschnitt 3.11). Aktuelle Studien in S￿ugerzellen deuten an,
dass die P-bodies und die Stress Granula w￿hrend der Stressantwort in einer funktio-
nellen Beziehung zueinander stehen und m￿glicherweise Komponenten zwischen diesen
Strukturen direkt ausgetauscht werden.
In den Stress Granula wird die polyA mRNA in Form von 48S* Pr￿-Initiations-
komplexen gespeichert (Abb. 1.5). Neben der polyA mRNA bestehen diese aus fr￿hen
Translationsinitiationsfaktoren (z.B eIF4E, eIF4G, PABP) sowie der kleinen ribosoma-
len Untereinheit, jedoch fehlen der Initiationsfaktor eIF5 sowie der tern￿re Komplex aus
eIF2α, Met-tRNA und GTP (Kedersha et al., 1999; 2002; Kimball et al., 2003). Au-
￿erdem wurden weitere RNA-Bindeproteine in den Stress Granula identi￿ziert, die die
Funktion und Struktur von mRNA regulieren (HuR, Smaug, Staufen, TTP, CPEB). Die1 Einleitung 15
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Abbildung 1.5: Modell der Speicherung von polyA mRNA unter Stressbedingungen in
S￿ugerzellen. W￿hrend einer Stressphase wird der Initiationsfaktor eIF2 α phosphoryliert
und f￿hrt zum Block der Translationsinitiation. Dabei wird das Protein TIA in 48S* Pr￿-
Initiationskomplexe eingebaut, die alle f￿r die Initiation n￿tigen Faktoren enthalten au￿er eIF5
und dem tern￿ren Komplex aus eIF2α, Met-tRNA und GTP. Die Eigenschaft von TIA selbst
zu aggregieren unterst￿tzt die Akkumulation und Speicherung der nicht-translatierten mRNA
in den Stress Granula. Unter g￿nstigen Bedingungen wird eIF2 α dephosphoryliert und die
gespeicherten mRNA k￿nnen wieder in den Polysomenverband inkorporiert werden oder m￿g-
licherweise auch dem Abbau zugef￿hrt werden.
Assemblierung der Stress Granula wird unter anderem von den Prion-artigen Proteinen
TIA-1 und TIAR reguliert (Gilks et al., 2004; ￿bersicht in Anderson und Kedersha,
2006).
1.9 mRNA-Abbau in P￿anzen
Der mRNA-Metabolismus in P￿anzen ist bisher nur sehr wenig charakterisiert worden.
Die meisten Erkenntnisse stammen von Untersuchungen der regulatorischen Sequenzen
von spezi￿schen mRNAs wie z.B das DST Element (downstream element), das die
Stabilit￿t von mRNA reduziert (Gil et al.; 1994, Petracek et al., 1997). Au￿erdem
konnte f￿r einige p￿anzliche Gene gezeigt werden, dass sie durch bestimmte Signale
auf mRNA-Ebene reguliert werden. Es wurde zum Beispiel gezeigt, dass die Stabilit￿t1 Einleitung 16
der Ferredoxin mRNA (Fed-1) durch Licht und die Stabilit￿t der α-Amylase mRNA
(αAmy3) durch Kohlensto￿quellen reguliert werden (Sheu et al., 1996; Petracek et al.,
1997). Allerdings sind die mRNA-Abbaumechanismen, die an der Regulation beteiligt
sind, weitestgehend unbekannt.
Es gibt viele Hinweise, dass die oben beschriebenen mRNA-Abbaumechanismen in
P￿anzen konserviert sind. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass mRNAs mit
verfr￿hten Stopkodons schnell abgebaut werden (van Hoof und Green, 1996). Weiterhin
konnte eine Deadenylase PARN (polyA ribonuclease) identi￿ziert werden, welche f￿r die
Deadenylierung eines gro￿en Teils der mRNA verantwortlich und essentiell w￿hrend der
Entwicklung von Arabidopsis thaliana ist (Chiba et al., 2004; Reverdatto et al., 2004). Es
konnten au￿erdem zwei Proteine (Rrp4, Rrp41) identi￿ziert und charakterisiert werden,
die Teil eines gro￿en Komplexes sind, der wahrscheinlich funktionell mit dem Exosom
verwandt ist (Chekanova et al., 2000; 2002).
Erste Hinweise, dass essentielle Komponenten des 5’-3’mRNA-Abbaus in P￿anzen
konserviert sind, stammen von der Charakterisierung von drei verschiedenen 5’-3’Exo-
ribonukleasen (Xrn2-4). Xrn4 ist das funktionelle Homolog von Xrn1 in Hefe, wie durch
Komplementationsstudien von der Xrn1 Deletionsmutante gezeigt werden konnte (Ka-
stenmayer und Green, 2000). Das Protein ist im Zytoplasma lokalisiert und ist wahr-
scheinlich ausschlie￿lich dort f￿r den 5’-3’Abbau verantwortlich. Weiterhin zeigten wei-
tere Untersuchungen des Xrn4 eine Funktion bei RNAi induziertem mRNA-Abbau und
als Komponente des Ethylen-vermittelten mRNA-Abbaus (Gazzani et al., 2004; Olme-
do et al., 2006). Xrn2 und Xrn3 dagegen sind nukle￿re Proteine und spielen vermutlich
eine wichtige Rolle in der Prozessierung von rRNA und snoRNA (Petfalski et al., 1998;
Villa et al., 2000).1 Einleitung 17
1.10 Ziele der Arbeit
mRNA-Abbau ist ein essentieller Prozess der Genexpression, der den Zellen erm￿glicht,
die Qualit￿t und die Quantit￿t der mRNA zu kontrollieren. Besonders unter Stressbe-
dingungen k￿nnte der mRNA-Abbau eine wichtige Rolle neben der Speicherung von
mRNAs und der Regulation der Proteinhom￿ostase zum Schutz vor sch￿digenden Ein-
￿￿ssen spielen. Bisher sind die mRNA-Abbau Mechanismen der P￿anzen jedoch noch
nicht verstanden.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten Erkenntnisse ￿ber den 5’-3’mRNA-Abbau erhalten
werden. Im Vordergrund stand die Frage nach der Existenz von P-bodies in Arabidopsis
thaliana und die Identi￿kation und Charakterisierung deren Komponenten. Die Kennt-
nis der konservierten Proteine des 5’-3’mRNA-Abbau in Hefe und S￿ugerzellen sollte
f￿r die Identi￿kation von Homologen im Genom von Arabidopsis thaliana dienen. Die
Analyse der Expression von ausgew￿hlten Proteinen sowie die Bestimmung des Inter-
aktionsnetzwerks zwischen diesen Proteinen sollten Hinweise auf eine Beteiligung am
5’-3’mRNA-Abbau liefern. Durch Lokalisationsanalysen im transienten Expressionssy-
stem sollte sowohl die Lokalisation der Proteine analysiert werden, als auch die Existenz
von P-bodies ￿berpr￿ft werden. Folgeziel dieser Studien war die Erstellung eines An-
tik￿rpers gegen ein Markerprotein, der die Detektion und den Nachweis von P-bodies
in Arabidopsis thaliana erm￿glicht. Dabei sollte die Existenz der P-bodies durch Un-
tersuchung auf charakteristische Eigenschaften nachgewiesen werden. Weiterhin sollten
Erkenntnisse ￿ber die Rolle der P-bodies unter Stressbedingungen gewonnen werden.
Dabei sollte besonders durch Kolokalisationsstudien von Markerproteinen der P-bodies
und RNA Stressgranula, beziehungsweise Hitzestressgranula (beteiligt an der Regulation
der Proteinhom￿ostase unter Stressbedingungen, Nover et al., 1983, 1989), Informatio-
nen ￿ber die Beziehungen dieser Mikrokompartimente zueinander erhalten werden. Im
Vordergrund stand dabei die Frage, ob es sich um verschiedene und unabh￿ngige Struk-
turen handelt, beziehungsweise ob Verbindungen zwischen diesen Strukturen bestehen.2 Material und Methoden
2.1 Molekularbiologische Arbeiten
2.1.1 Allgemeine Arbeiten mit Nucleins￿uren
Alle Arbeiten mit DNA, Plasmid Mini- und Midi-Pr￿parationen, Restriktionsverdau
von Plasmid DNA und PCR ampli￿zierten DNA Fragmenten sowie Ligationen mit T4
DNA Ligase und alle Arbeiten in den Escherichia coli Sicherheitsst￿mmen Dh5α bezie-
hungsweise BL21 wurden nach Standardprotokollen von Sambrook et al. (2001) durch-
gef￿hrt. Alle in dieser Arbeit verwendeten DNA modi￿zierenden Enzyme stammen von
der Firma Fermentas (St.Leon-Rot). PCR basierte Klonierungen wurden unter Verwen-
dung der Phusion DNA Polymerase (Finnzymes, Finland) mit einem GeneAMP-PCR
Sytem 9700 (Perkin Elmer, Applied Biosystems, Langen) und folgendem Temperatur-
pro￿l durchgef￿hrt: 2min 94◦C, 30x (30sec 94◦C, 30sec 55◦C, variabel 72◦C), 7min
72◦C, ∞4◦C. Die Aufreinigung von Nucleins￿urefragmenten wurde nach Auftrennung
im 1%igen Agarosegel mit Hilfe des QiaexII Gel Extraktion Kit (Qiagen, Hilden) nach
Herstellerprotokoll vorgenommen.
2.1.2 Semi-quantitative RT-PCR Analyse
Die Gesamt RNA aus Arabidopsis thaliana wurde mittels einer modi￿zierten Trimetho-
de isoliert (Chomczynski et al., 1987). Dazu wurden 100mg Blattmaterial in ￿￿ssigem
Sticksto￿ pulverisiert, mit 1ml TRI-L￿sung (0,4M Ammoniumthiocyanat, 0,8M Guani-
diniumthiocyanat, 0,1M Na Acetat, 5% Glycerin) versetzt und nach 10 min￿tiger Inku-
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bation bei Raumtemperatur die Zellwandbruchst￿cke bei 10.000rpm sedimentiert. Nach
Chloroform induzierter Phasentrennung (1Volumen) und RNA F￿llung mit Isopropa-
nol und Hochsalzl￿sung (1,2M NaCl, 0,5M NaCitrat, 0,1% DEPC) wurde die RNA
mit 75% (v/v) Ethanol gewaschen und in 30 µl DEPC behandeltem Wasser gel￿st. Die
cDNA wurde mit 1 µg Gesamt RNA und oligodT Primern gem￿￿ Herstellerangaben her-
gestellt. Die cDNA Menge wurde durch eine PCR mit Primern f￿r Aktin7 (At5g09810)
standardisiert. Anschlie￿end erfolgte die PCR-Ampli￿kation mit Transkript spezi￿schen
Primern (Tabelle 2.1).
Gen Primer PCR Produkt (bp)
cDNA/ gDNA
LSm1 (2822) 5’-gtcgtgggctggtcctga-3’ 363 / 1292
(2823) 5’-ccattctcttcctcattgttc-3’
LSm2 (1468) 5’-ggaaacaaccatggtgttcttttcttac-3’ 305 / 874
(1469) 5’-tatttcagaattcgccacccctagc-3’
LSm5 (1470) 5’-gtctgaccatggcgaacaatccttcacagc-3’ 287 / 948
(1471) 5’- ggttcagagaattcttctccatcttcgggagac-3’
LSm8 (1472) 5’-ctgtaccatggcggcaactactg-3’ 317 / 1420
(1473) 5’-ctatattgaattcatgcactacgggtttc-3’
Dcp1 (2635) 5’-atcagcgattcctcaccaacctca-3’ 391 / 391
(2636) 5’- ttgtctctgctgataaccggacca-3’
Dcp2 (2637) 5’-tgcttgtgccatacgtgaggtctt- 3’ 396 / 1367
(2638) 5’- tttggctttccactgttgctgtcc-3’
Aktin7 (2267) 5’-gccaagagcagttcttcagtgg-3’ 474 / 873
(2268) 5’-ctcaccaccacgaaccagataag-3’
Tabelle 2.1: Verwendete RT-PCR Primer f￿r Expressionsanalysen
2.1.3 Protein Analysen
Zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus verschiedenen Geweben von Arabi-
dopsis thaliana wurden diese durch m￿rsern in ￿￿ssigem Sticksto￿ unter Verwendung2 Material und Methoden 20
eines nativen Extraktionspu￿ers (20mM Tris-HCl pH7,8, 25% Glycerin, 14,2mM β-
mercaptoethanol, 1mM EDTA, 25mM NaCl, 25mM, KCl 5mM, MgCl 2, 5% Sac-
charose, 2µg ml-1 Pefabloc (Roche Diagnostics, Mannheim) extrahiert. Zur Extrak-
tion der Proteine aus Protoplasten wurden die Zellen nach Zentrifugation (5min, 4 ◦C,
10.000rpm) mit nativen Extraktionspu￿er versetzt und mit Ultraschall auf Eis (10sec,
10% St￿rke, 10% Zyklen) lysiert. Die Extrakte wurden nach einer weiteren Zentrifuga-
tion (5min, 4◦C, 10.000rpm) auf einem 3,4-20%igem nativen Gel (Chen et al., 1994)
elektrophoretisch aufgetrennt. F￿r die denaturierende SDS-PAGE wurden die Proben
zus￿tzlich mit 4xSDS Probenpu￿er versetzt und in einem 12%igen SDS-Polyacrylamid
Gel nach Denaturierung bei (5min, 95◦C) elektrophoretisch aufgetrennt.
Der Transfer auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher und Schuell, Dasse) erfolgte
im Semi-Dry-Blotverfahren unter der Verwendung von Semi-Dry Pu￿er nach Sambrook
et al., (2001). Die Proteindetektion erfolgte unter der Verwendung der jeweils angege-
ben Antik￿rper (Tabelle 2.2). Als sekund￿re Antik￿rper wurden Meerettich-Peroxidase-
gekoppelte Antik￿rper verwendet. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe des Western Light-
ning Chemiluminescence Reagent Plus der Firma Perkin Elmer Life Sciences (Boston,
USA) sowie lichtemp￿ndlicher R￿ntgen￿lme. Belichtete Filme wurden mit Hilfe eines
Durchlichtscanners digitalisiert.
F￿r die RNAse Behandlung wurden die nativen Extrakte mit RNAseA (1,7 µg/µl)
versetzt und f￿r 30 Minuten bei 30◦C inkubiert und anschlie￿end mit SDS versetzt.
2.1.4 HPLC Analysen
Die HPLC Analyse wurde wie in Port et al. (2004) beschrieben durchgef￿hrt. Als Ex-
traktionspu￿er wurde eine Variante des nativen Pu￿ers (20mM Tris-HCl pH7,8, 10%
Glycerin, 14,2mM β-mercaptoethanol, 1mM EDTA, 500mM NaCl, 25mM KCl, 5mM,
MgCl2, 2µg ml-1 Pefabloc (Roche Diagnostics, Mannheim)) verwendet. Der Elutions-
pu￿er war identisch aber ohne Glycerin versetzt und enthielt 250mM NaCl.2 Material und Methoden 21
Antik￿rper Epitop Organismus Verd￿nnung Hersteller
αHA YPYDVPDYA Maus 1:2.000W BabCO,
Kalifornien, USA
αMyc EQKLISEEDL Maus 1:2.000W Sigma-Aldrich,
Steinheim
αStrep WSHPQFEK Kaninchen 1:5.000W IBA, G￿ttingen
1:200EM
αpr￿-Dcp1 entf￿llt Meer- 1:2.000 IF Eurogentech, Belgien
(pr￿-SA274) schweinchen 1:2000 W
αDcp1 aa46-370 Meer- 1:2.000IF Eurogentech, Belgien
(SA274) schweinchen 1:2000W
αeIF2α eIF2α Kaninchen 1:500IF Lax et al., 1986
1:2000W
αHsp17CI PsHsp18.1CI Kaninchen 1:500 IF Eurogentech, Belgien
αgpcy2 Meer- Esel 1:100IF Dianova, Hamburg
schweinchen IgG
αmcy3 MausIgG Esel 1:200IF Dianova, Hamburg
αrcy3 KaninchenIgG Ziege 1:1.000 IF Dianova, Hamburg
αrcy2 KaninchenIgG Ziege 1:500 IF Dianova, Hamburg
αrHRP KaninchenIgG Ziege 1:10.000 W Sigma-Aldrich,
Steinheim
αmHRP MausIgG Ziege 1:10.000W Sigma-Aldrich,
Steinheim
αgpHRP Meer- Ziege 1:10.000W Sigma-Aldrich,
schweinchen IgG Steinheim
αr12nm Kaninchen Ziege 1:10.000EM Dianova, Hamburg
IF-Immun￿uoreszenz
W-Western Analyse
EM-Immunogold-Detektion
IgG-Immunglobuline
Tabelle 2.2: Verwendete Prim￿r- und Sekund￿rantik￿rper2 Material und Methoden 22
2.1.5 Expressions Vektoren
Die erstellten und verwendeten Vektoren und die jeweiligen Klonierungsstrategien sind
in Tabelle 2.3 zusammengefasst. Angegebene Primer- und Klonnummern beziehen sich
auf die Stammsammlung des Arbeitskreises. Die p￿anzlichen Expressionsvektoren basie-
ren auf der Serie von pRT Vektoren (T￿pfer et al., 1988). Die pRTSplitYFP und pRT-
RFP Vektoren wurden durch Klonierung von PCR ampli￿zierten Sequenzen, die f￿r die
N-terminale (aa1-154) und C-terminale (aa155-238) H￿lfte von YFP (yellow ￿uorescent
protein) beziehungsweise Cherry-RFP (red ￿uorescent protein) kodieren, hergestellt. Als
Template f￿r die PCR dienten SplitYFP Vektoren beziehungsweise Cherry-RFP Vekto-
ren, die freundlicherweise von Klaus Harter (Universit￿t T￿bingen, Walter et al., 2004)
beziehungsweise Roger Y. Tsien (University of California, San Diego, Shaner et al.,
2005) zur Verf￿gung gestellt wurden. Die 2µ Vektoren pBDGal4 (aa1-147, Trp) und
pADGal4 (aa768-881, Leu2) der Firma Stratagene (Amsterdam, Niederlande) wurden
f￿r die Hefe-Zwei-Hybrid Analysen verwendet. Die jeweiligen codierenden Sequenzen
wurden hinter die jeweiligen Dom￿nen im Leseraster eingesetzt. F￿r die Expression von
Dcp1-BD wurde ein modi￿zierter 2µ Vektor (aa1-147,Ura) verwendet, bei dem die Ex-
pression unter der Kontrolle des ADH Promotors beziehungsweise Terminators lag.2 Material und Methoden 23
Tabelle 2.3: Verwendete Vektoren und Klonierungsstrategie
Vektor Klonierungsstrategie Nr.
Vektoren basierend auf pRT Serien von T￿pfer et al., 1988
pRTdSGFP-LSm1 Umklonierung der kodierenden Sequenz ￿ber NcoI, NheI
vom pRTLSm1-3HA in pRTdSGFP. Der pRTLSm1-
HA Vektor wurde mit folgenden Primern erstellt:
(1466) 5’-cagtggccatggcgtgggctgg-3’
(1467) 5’-ggatacaatctggaattcatcaaagtc-3’
CW153
pRTdSGFP-LSm2 Umklonierung der kodierenden Sequenz ￿ber NcoI, NheI
vom pRTLSm2-3HA in pRTdSGFP. Der pRTLSm2-
HA Vektor wurde mit folgenden Primern erstellt:
(1468) 5’- ggaaacaaccatggtgttcttttcttac-3’
(1469) 5’-atttcagaattcgccacccctagc-3’
CW154
pRTdSGFP-LSm5 Umklonierung der kodierenden Sequenz ￿ber NcoI, NheI
vom pRTLSm5-3HA in pRTdSGFP. Der pRTLSm5-
HA Vektor wurde mit folgenden Primern erstellt:
(1470) 5’-gtctgaccatggcgaacaatccttcacagc-3’
(1471) 5’-ggttcagagaattcttctccatcttcgggagac-3’
CW155
pRTdSGFP-LSm8 Umklonierung der kodierenden Sequenz ￿ber NcoI, NheI
vom pRTLSm8-3HA in pRTdSGFP. Der pRTLSm8-
HA Vektor wurde mit folgenden Primern erstellt:
(1472) 5’-ctgtaccatggcggcaactactg-3’
(1473) 5’-ctatattgaattcatgcactacgggtttc-3’
CW156
pRTdSGFP-Dcp1 Klonierung von PCR ampli￿ziertem cDNA Fragment
￿ber BglII, XbaI in pRTdSGFP.
(1994) 5’-agtggccacagatcttcaaaacgggaag-3’
(1995) 5’-cacgaattctagagtttattgttgaagtgc-3’
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Tabelle 2.3: Verwendete Vektoren und Klonierungsstrategie
Vektor Klonierungsstrategie Nr.
pRTdSGFP-Dcp2 Umklonierung der kodierenden Sequenz ￿ber NcoI,
NheI vom pRTdSDcp2-Strep in pRTdSGFP. Der
pRTdSDcp2-Strep Vektor wurde mit folgenden Primern
erstellt:
(2260) 5’-ggtacaaaaaaccatggcgggcctcc-3’
(2262) 5’-caaactgacgctagcagctgaattacc-3’
CW70
pRTdSGFP-Xrn4 Klonierung von PCR ampli￿ziertem cDNA Fragment
￿ber NcoI, NheI in pRTdSGFP.
(1426) 5’-aatccgccatgggagtaccgg
(1427) 5’-caactaatgctagccaagtttgcacctcg-3’
CW46
pRTdSRFP-Dcp1 Umklonierung der kodierenden Sequenz ￿ber NcoI, NheI
vom pRTdSDcp1-Strep in pRTdSCherry.
CW157
pRTdSDcp1-Strep Klonierung von PCR ampli￿ziertem cDNA Fragment
￿ber NcoI, NheI in pRTdS-Strep (JT6).
(1422) 5’-atttataaaccatggctcaaaacgggaag-3’
(1423) 5’-cagcgcagctagcttgttgaagtgc-3’
CW13
pRTdSUbp-Strep NtUbp MF
pRTUbp-Ha NtUbp MF
pRTdSCherry (RFP) PCR Ampli￿kation von Cherry (RFP) vom pRSET-
Cherry Vektor (Shaner et al., 2005). Klonierung in den
pRTdS Vektor ￿ber PagI, XbaI in pRTdS Vektor.
(2679) 5’-gccatcatgatcagcaagggcgag-3’
(2680) 5’-tctagaggatccttagctagcggtaccccatggggagatc
tagtccggacttgtacagctcgtc-3’
MF2 Material und Methoden 25
Tabelle 2.3: Verwendete Vektoren und Klonierungsstrategie
Vektor Klonierungsstrategie Nr.
Die Split-YFP Vektoren wurden durch Umklonierung der kodierenden Sequenzen ￿ber
NcoI, NheI aus den oben gennanten Vektoren in pRTdSDcp1 myc-N-YFP(N) (CW94)
beziehungsweise pRTdSDcp1 Ha-C-YFP (C) (SA13) kloniert
pRTdSDcp1(N) Klonierung von PCR amp￿i￿zierten myc-N-YFP in
pRTdSDcp1-Strep mit NheI, XbaI
CW94
pRTdSDcp1(C) Klonierung von PCR amp￿i￿zierten Ha-C-YFP in
pRTdSDcp1-Strep mit NheI, XbaI
SA13
pRTdSDcp2(N) CW91
pRTdSDcp2(C) CW77
pRTdSXrn4(N) CW88
pRTdSXrn4(C) SA19
pRTdSLsm1(N) SA6
pRTdSLsm1(C) SA14
pRTdSLsm2(N) SA7
pRTdSLsm2(C) SA15
pRTdSLsm5(N) SA8
pRTdSLsm5(C) SA16
pRTdSLsm8(N) SA9
pRTdSLsm8(C) SA17
pRT104(N) PCR Ampli￿kation von N-YFP Fragment (Walter et al.,
2004). Klonierung in pRT104 Vektor ￿ber NheI, XbaI.
5’-ccgctgctagcatgtacccatacgat-3’
5’-gaaattctagatcttacttgtacagctcg-3’
SA21
pRT104(C) PCR Ampli￿kation von N-YFP Fragment (Walter et al.,
2004). Klonierung in pRT104 Vektor ￿ber NheI, XbaI.
5’-ccgctgctagcatggagcaaaagttg-3’
5’-gaaattctagatcttaggccatgatatag-3’
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Tabelle 2.3: Verwendete Vektoren und Klonierungsstrategie
Vektor Klonierungsstrategie Nr.
Vektoren basierend auf pAD-Gal4 (MP59) und pBD-Gal4 (FB5)
Klonierung der PCR ampli￿zierten At cDNA Fragmente ￿ber SalI, NotI
pADDcp1 (2590)5’-gatttatagtcgacgtctcaaaacgg-3’
(1617)5’-gaccagcggccgctcattgttgaag-3’
CW102
pBDDcp1 Primer wie oben CW109
pADDcp2 Klonierung von PCR ampli￿ziertem cDNA Fragment
￿ber XhoI, NotI in den jeweiligen Hefe Vektoren, die
mit SalI, NotI geschnitten wurden.
(2589) 5’-acgactcgaggtcgggcctccatcgatcatc-3’
(1882)5’-ggtggcggccgcttcaagctgaattaccagattcc-3’
CW128
pBDDcp2 Primer wie oben CW110
pADXrn4 (2592) 5’-cggaatcgtcgacgggagtaccg-3’
(2597) 5’- ctcaagcggcggctcacaagtttgcacc-3’
CW108
pBDXrn4 Primer wie oben CW115
pADLSm1 (2595) 5’-cgagtggcgtcgacggcgtggg-3’
(1703) 5’-tgctagcggccgctcaatcaaagtcaagaaatccc-3’
CW104
pBDLSm1 Primer wie oben CW111
pADLSm2 (2593) 5’-gcaggaaacgtcgacgttgttcttttc-3’
(2591) 5’-gatacaaagatgcggccgcatcagccac-3’
CW105
pBDLSm2 Primer wie oben CW112
pADLSm5 (2596) 5’-ctcgagtgggtcgacggcgaac-3’
(1702) 5’-tgctagcggccgctcattctccatcttcgggagaccc-3’
CW106
pBDLSm5 Primer wie oben CW113
pADLSm8 (2594) 5’-cgagtggcgtcgacggcggc-3’
(2597) 5’-gaccatgctgcggccgctcaatgcactacg-3’
CW107
pBDLSm8 Primer wie oben CW1142 Material und Methoden 27
Tabelle 2.3: Verwendete Vektoren und Klonierungsstrategie
Vektor Klonierungsstrategie Nr.
pDcp1-BD Klonierung von PCR ampli￿ziertem cDNA Fragment
￿ber SalI, NotI. Der Vektor basiert auf YEplac195
(Gietz und Sugino, 1988).
(2641)5’-ctttgatttgtcgacgatgtctcaaaac -3’
(2642)5’-gaccagcgcggccgcattgttg-3’
CW126
pGex4T1-Dcp1 Umklonierung vom EcoRI Fragment aus pRTdSDcp1-
Strep in pGex4T1 (Amersham Pharmacia, Freiburg)
CW35
2.1.6 Gewinnung eines Antiserums gegen Arabidopsis Dcp1
Der polyklonale Antik￿rper gegen Dcp1 wurde gegen in Escherichia coli exprimiertem
GST-Dcp1 hergestellt. Da GST-Dcp1 unstabil war, wurde ein verk￿rztes Dcp1 (aa46-
370) verwendet. Zur Expression des GST-Dcp1 wurde 50ml einer pGEX-Dcp1 transfor-
mierten E.coli BL21 Kultur f￿r 4h bei 30◦C mit IPTG (Isopropyl-β-D-1-thiogalactopy-
ranosid) induziert. Die Zellen wurden in 1x PBS Probenpu￿er aufgenommen und auf
Eis mittels Ultraschallbehandlung (30sec, 70% St￿rke, 70% Zyklen) aufgeschlossen. Die
Proben wurden nach Denaturierung (5min, 95◦C) auf einem 10%igen SDS-Polyacryl-
amidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Visualisierung des GST-Dcp1 wurde das
Gel mit Coomassie (0,1% Coomassie Brilliant Blue250, 50% Methanol, 7,5% Essig-
s￿ure) gef￿rbt und die entsprechende Bande ausgeschnitten. Die Gelfragmente wurden
anschlie￿end von der Firma Eurogentech (Seraing, Belgien) f￿r die Immunisierung von
Meerschweinchen verwendet. In dieser Arbeit kam f￿r die Detektion von Dcp1 aus-
schlie￿lich die ￿nale Blutung (SA274) sowie das Pr￿immunserum (pr￿-SA274) zum
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2.2 Arbeiten mit P￿anzen
2.2.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana Linien
F￿r die Anreicherung von Samen der verwendeten Zelllinien und zur Untersuchung
des Ph￿notyps wurden die Samen der jeweiligen Linien (Tabelle 2.4) auf Einheitserde
ausges￿t und unter Langtagbedingungen angezogen. Die Erde wurde stets gleichm￿￿g
feucht gehalten.
F￿r Immun￿uoreszenzanalysen mit Arabidopsis thaliana Protoplasten wurden die je-
weiligen Linien nach Sterilisation der Samen auf MS-Medium (0,44% Murashige und
Skoog Medium (Duchefa, Niederlande), 2% Saccharose, 0,3% Gelrite (Duchefa), Vit-
amine: B1 20µg/l, B3 50µg/l, B6 100µg/l) angezogen. Die Anzucht erfolgte unter
Kurztagbedingungen (8h Licht). Die Anzucht von Tabak (Nicotiana plumbaguinifolia)
erfolgte entsprechend der Standardprotokolle von Lyck et al. (1997), Kirschner et al.
(2000).
Um Immun￿uoreszenzanalysen von Arabidopsis thaliana Wurzelgeweben durchzuf￿h-
ren, wurden Keimlinge f￿r vier Tage in Petrischalen unter Kurztagbedingungen (8h
Licht) steril angezogen. Die Aussaat erfolgte entweder auf mit destilliertem Wasser be-
feuchtetem Filterpapier (Kontrollbedingungen) oder in 5ml destillierten Wasser (anoxi-
sche Bedingungen). F￿r Hitzestressexperimente wurden die unter Kontrollbedingungen
angezogenen Keimlinge f￿r die jeweils angegebene Dauer bei 41◦C gestresst, indem die
Petrischalen in ein Wasserbad gesetzt wurden.
2.2.2 Allgemeine Arbeiten mit p￿anzlichen Protoplasten
Die Isolierung, Aufreinigung und Transformation von Protoplasten aus Arabidopsis tha-
liana und Nicotiana plumbaginifolia erfolgte nach Standardprotokollen (Lyck et al.,
1997; Kirschner etal., 2000). Jeweils 100.000 Protoplasten wurden, wenn nicht anders
angegeben, mit 2µg Plasmid transformiert und nach 20 Stunden f￿r die jeweiligen Ana-
lysen verwendet.2 Material und Methoden 29
Linie Eigenschaften Quelle
Columbia Wildtyp
xrn4-5
Columbia
tr￿gt eine T-DNA Insertion im Xrn4 Gen
(Exon 18, Position 1858 in der kodierenden
Region und in Position 5007 in der genomi-
schen Sequenz relativ zum ATG). Die Inser-
tion f￿hrt zur Expression einer verk￿rzten
mRNA.
Souret et al., 2004
Tabelle 2.4: Verwendete Arabidopsis Linien
2.3 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisae
F￿r die Hefe-Zwei-Hybrid Analysen wurde der Hefestamm pJ69-4a verwendet (MATa,
ura3-52, his3-200, trp1-901, leu2-3;112, gal4∆, gal80∆, GAL2-ADE2, LYS2::GAL1-
HIS3, met2::Gal7-lacZ) (James et al., 1996). Die Transformation erfolgte gem￿￿ dem
Protokoll von Gietz und Woods (2002). Die Hefe-Zwei-Hybrid Analyse wurde durch
Kotransformation der jeweiligen Hefe-Zwei-Hybrid Vektoren und Selektion auf Mini-
malmedium ohne Tryptophan (W) und Leucin (L) beziehungsweise Leucin und Uracil
(U) selektioniert. Um die transformierten Hefezellen auf Histidin Prototrophie zu testen,
wurden Fl￿ssigkulturen mit Minimalmedium bis zu einer OD600 von 1,0 angezogen, die
Zellen zweifach mit destilliertem Wasser gewaschen und auf eine optiche Dichte von
OD600 0,1 beziegungsweise 0,001 eingestellt. Von den Verd￿nnungen wurden jeweils
5µl auf Minimalmedium mit Histidin sowie auf Platten ohne Histidin mit steigenden
Konzentrationen an 3-amino-2,4,6-triazol (3-AT) aufgetropft und 40 Stunden bei 30 ◦C
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2.4 Mikroskopie
2.4.1 Subzellul￿re Lokalisation von Proteinen ￿ber indirekte
Immun￿uoreszenzanalysen
F￿r indirekte Immun￿uoreszenzanalysen in p￿anzlichen Protoplasten wurde das Proto-
koll von Kirschner et al. 2000 verwendet. F￿r indirekte Immun￿uoreszenzanalysen mit
Arabidopsis thalina Keimlingen, wurden die P￿anzen 1h mit 3,7% Paraformaldehyd in
Mikrotubuli stabilisierenden Pu￿er (MTSB: 100mM PIPES pH6.8, 2mM EGTA, 1mM
MgSO4) ￿xiert. Die Keimlinge wurden anschlie￿end zweifach mit MTSB gewaschen und
f￿r 20min in 0,5% TritonX-100/MTSB permeabilisiert. Danach wurden sie in einer auf-
steigen und schlie￿lich absteigenden Reihe von Ethanol-Behandlungen (50, 70, 90 und
2x 100%) f￿r jeweils 10min entw￿ssert. Die Keimlinge wurden dann jeweils zweifach
mit 1xPBS und 2xSSC f￿r 10min und sp￿ter in Standard Hybridisierungspu￿er (SHB:
50% deionisiertes Formamid in 5xSSC und 0,1% N-lauroylsarcosyl, 0,02% SDS, 2%
Blocking Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim)) f￿r zwei Stunden oder ￿ber Nacht
bei 50◦C pr￿inkubiert. Danach wurde zweifach mit 1xPBS gewaschen. Das Blocken mit
5% BSA und die Detektion der jeweiligen Proteine erfolgte gem￿￿ dem Protokoll f￿r
Protoplasten und mit den in Tabelle 2.2 angegebenen Antik￿rpern. Die Protoplasten
und Keimlinge wurden abschlie￿end in Einbettmedium konserviert (100mM Tris-HCl
pH8.5, 24% Glycerin, 9.6% Mowiol4-88 (Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden) und
2,5% Diazabicyclooctane (DABCO, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)). Die
Objekte wurden mit einem konfokalen Laser Scan Mikroskop TCS SP5 (Leica Micro-
systems AG, Wetzlar, Deutschland) aufgenommen. Die Datens￿tze wurden mit Ima-
ris4.1.3 (BitplaneAG, Z￿rich, Schweiz) und Adobe Photoshop CS2 (Adobe Systems,
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2.4.2 BIFC Analyse und GFP-Fluoreszenzmikroskopie
F￿r die Bimolekulare Fluoreszenz Komplementationsanalyse (BIFC oder auch Split
YFP) und die GFP-Lokalitsationsanalyse wurden die jeweiligen Plasmide in Tabakpro-
toplasten (ko)transformiert. Die Protoplasten wurden lebend auf einem Objekttr￿ger,
mit einem Deckgl￿schen bedeckt, untersucht. Die Protoplasten wurden mit einem Zeiss
Axiophot Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) in Kombination mit dem Color-
ViewXS Kamerasystem (Soft Imaging System, M￿nster Deutschland) dokumentiert.
2.4.3 Elektronenmikroskopie
Einbettung von Tabakprotoplasten f￿r Ultrastrukturanalysen
Die Protoplasten wurden mit 4% Paraformaldehyd/ 2,5% Glutardialdehyd-Cacodylat-
Pu￿er (0,15M, pH7,4) eine Stunde ￿xiert und mit 1% OsO4 (Osmiumtetroxid) f￿r eine
Stunde nach￿xiert. Danach erfolgte eine Entw￿sserung in einer aufsteigenden Ethanol-
reihe (30, 50, 70, 90, 2x 100%) f￿r je 7min bei Raumtemperatur. Anschlie￿end wurden
die Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen an Epon (Epon, DDSA, MNA (3:2:2),
1% DMP-30 (Serva, Heidelberg)) in Form eines Epon-Propylenoxid Gemisches (1:4
(30min), 1:1 (90min), 4:1 (120min)) inkubiert. Danach folgte die Polymerisation bei
100◦C ￿ber Nacht.
Einbettung von Tabakprotoplasten f￿r Immunogoldmarkierungen
Die Protoplasten wurden mit 4% Paraformaldehyd/ 0,25% Glutardialdehyd-Pipes-
Pu￿er (0,15M, pH7,4) eine Stunde ￿xiert und danach in einer aufsteigenden Etha-
nolreihe (30, 50, 70, 90, 2x 100%) f￿r je 7min bei 4◦C entw￿ssert. Anschlie￿end wurden
die Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen an LR-Gold (London Resin Laboratories,
London, England) in Form eines LR-Gold-EtOH Gemisches (1:1 (2h)) bei -20 ◦C inku-
biert und sp￿ter in reinem LR-Gold (London Resin, Berkshire, England) ￿ber Nacht
inkubiert. Die Proben wurden durch Zugabe von 0,5% DBP bei -20◦C polymerisiert.2 Material und Methoden 32
Ultramikrotomie und Elektronenmikroskopie
Von den Immun- und Ultrastruktureinbettungen wurden an einem Reichert UltracutS
(Leica Microsystems AG, Wetzlar, Deutschland) 70-80nm Schnitte angefertigt und auf
Formvar beschichtete Nickel beziehungsweise Kuper-Grids (Plano, Wetzlar, Deutsch-
land) ￿berf￿hrt. Die angefertigten Ultrad￿nnschnitte wurden mit 4% Uranylacetat f￿r
10min kontrastiert, mehrmals mit destiliertem Wasser gewaschen und anschlie￿end mit
Bleicitrat (nach Reynolds 1963) f￿r 10min nachkontrastiert und nochmals gewaschen.
Die Proben wurden mit einem ZeissEM902 Elektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) untersucht. Ultrad￿nnschnitte von Immuneinbettungen wurden erst nach
der Immundetektion kontrastiert. Fotos wurden auf 6x9cm Filmen (Agfa Scintia) auf-
genommen, nach Herstellerangaben entwickelt und digitalisiert.
Immunogoldmarkierungen an Ultrad￿nnschnitten
Die Ultrad￿nnschnitte wurden nach ￿bertragung auf beschichtete Nickel-Grids stets
mit einem Fl￿ssigkeitstropfen (nachfolgend genannte L￿sungen) bedeckt. Nach Immo-
bilisierung auf dem Nickel-Grids folgte eine Behandlung von jeweils 15min mit 100mM
Glycin-PBS sowie 0,1% CWF-PBS (cold water ￿sh skin gelatine)und 0,2% BSA-C/PBS
(Biotrend, K￿ln, Deutschland). Die Inkubation mit dem prim￿ren Antik￿rper erfolgte in
0,2% BSA-C/PBS f￿r 90min bei 30◦C. Nach sechsmaligem Waschen mit 0,2% BSA-
C/PBS f￿r je 5min, erfolgte die Inkubation mit dem sekund￿ren, gold-gekoppelten
Antik￿rper in 0,2% BSA-c f￿r 90min bei 30◦C. Nach f￿nfmaligem Waschen mit BSA-
C/PBS und dreimaligem Waschen in destilliertem Wasser f￿r je 3min wurde die Proben
kontrastiert.2 Material und Methoden 33
2.5 Bioinformatische Analysen
2.5.1 Sequenzanalysen und Datenbanksuche
F￿r die Identi￿zierung von homologen Aminos￿uresequenzen in Arabidopsis thaliana
und Oryza sativa wurde der Blastp Algorithmus auf der Internetseite des ￿National Cen-
ter for Biotechnology Information￿ (NCBI) und des ￿The Arabidopsis Information Re-
source￿ (TAIR) verwendet. F￿r die Identi￿zierung von ESTs (expressed sequence tags)
f￿r die jeweiligigen Gene in Lycopersicon esculentum und Medicago truncatula wurden
die cDNA Sequenzen von Arabidopsis thaliana verwendet um in den EST-Datenbanken
des ￿The Institute of Genomic Research￿ (TIGR) nach homologen Sequenzen zu suchen.
Die erhaltenen cDNA Sequenzen wurden anschlie￿end translatiert und f￿r Sequenzana-
lysen verwendet.
Aminos￿ure Sequenzvergleiche wurden unter Verwendung von ClustalW (Thompson
et al., 1997) mit Standardparametern durchgef￿hrt. Die Sequenzvergleiche von Dcp1
wurden zus￿tzlich manuell angepasst. Phylogentische Stammb￿ume wurden mit Hilfe
des Programms Mega3 (Version 3.1, Kumar et al., 2004) unter Verwendung der ￿Mi-
nimale Evolution Methode￿, mit ￿nearest-neighbour-joining￿ als Startpunkt und 2000
bootstrap Replikaten erstellt.
2.5.2 Zugangsnummern der Proteinsequenzen
Alle Sequenzdaten, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in der ￿The Gen-
Bank/ EMBL data libraries￿ unter den folgenden Zugangsnummern zu ￿nden: AtDcp1
(At1g08370), OsDcp1 (Os12g0156400), HsDcp1a (AAH07439), HsDcp1b (AAH43437),
MmDcp1a (AAH66173), MmDcp1b (NP_001028551), ScDcp1p (CAA99170), AtDcp2
(At5g13570), OsDcp2 (Os02g0805900), HsDcp2 (NP_689837), MmDcp2 (AK017809),
ScDcp2p (NP_014281), AtLSm1 (At3g14080), OsLSm1 (CT831864), HsLSm1
(NP055277), MmLSm1, (NM_026032), ScLSm1p (P47017), AtLSm2 (At1g03330),
OsLSm2 (CT835988), HsLSm2 (CAG46954), MmLSm2 (NM_030597), ScLSm2p2 Material und Methoden 34
(P38203), AtLSm5 (At5g48870), OsLSm5 (CT830514), HsLSm5 (Q9Y4Y9), MmLSm5
(NM_025520), ScLSm5p (P40089), AtLSm8 (At1g65700), OsLSm8 (CT834032),
ScLSm8 (P47093), HsLSm8 (O95777), MmLSm8 (Q6ZWM4).
2.5.3 Zugangsnummern der EST-Sequenzen
MtDcp1 (EST 488599), LeDcp1 (TC82092), MtDcp2 (TC96797), LeDcp2
(TC184305), MtLSm1 (MHAM-27B_H06_M13R_048), LeLSm1 (TC185789),
MtLSm2 (TC82092), LeLSm2 (TC129449), MtLSm5 (TC78297), LeLSm5 (BW
688394), LeLSm8 (TC121590), MtLSm8 (TC111169).
2.5.4 Microarray Analyse
F￿r die Microarray Analyse wurden Datens￿tze verwendet, die vom AtGenExpress Kon-
sortium ver￿￿entlicht wurden. Die Datens￿tze wurden unter Verwendung der A￿yme-
trix Gene Chips erstellt. Die Datens￿tze sowie Details ￿ber die Anzuchtsbedingungen
sind unter www.weigelworld.org/resources/microarray/AtGenExpress sowie Schmid et
al. (2005) zu ￿nden. Die gcRMA normalisierten und gemittelten Signalintensit￿ten wur-
den in absolute Werte zur￿ckgerechnet und als ￿heat maps￿ mit der Software Gene-
Spring7.2 visualisiert. Folgende Proben wurden verwendet: Entwicklungsserie: ATGE
93, 91, 27, 33, 73, 84; Hitzestress-Serie/Spro￿: ATGE 011, 051, 251, 351, 451, 551, 661,
721, 871, 921; Hitzestress-Serie/Wurzel: ATGE 012, 152, 252, 342, 422, 562, 662, 762,
852, 922.3 Ergebnisse
3.1 Identi￿zierung von 5’-3’mRNA-Abbau Proteinen in
Arabidopsis thaliana
Die Decapping Proteine Dcp1 und Dcp2 sowie der LSm1-7 Komplex stellen neben der
5’-3’Exoribonuklease die Schl￿sselenzyme des 5’-3’mRNA-Abbau dar. Diese Proteine
sind in allen bisher untersuchten Eukaryonten konserviert. Um neben der bisher charak-
terisierten Exoribonuklease AtXrn4 weitere Proteine des 5’-3’mRNA-Abbau zu identi￿-
zieren, wurde das Genom von Arabidopsis thaliana nach Homologen durchsucht. F￿r die
Datenbanksuche wurden die Aminos￿uresequenzen der bereits charakterisierten Protei-
ne aus Hefe und S￿ugerzellen herangezogen. Um weitere Hinweise auf die Konservierung
dieser Proteine in P￿anzen zu erhalten, wurden zus￿tzlich die EST-Datenbanken von
Medicago truncatula (Gestutzter Schneckenklee) und Lycopersicon esculentum (Toma-
te) sowie das Genom von Oryza sativa (Reis) nach Homologen durchsucht. Die jeweils
erhaltenen Aminos￿uresequenzen (durch Translation der cDNA Sequenzen) wurden an-
schlie￿end in einem Sequenzvergleich sowie einer phylogenetischen Analyse vergleichend
mit den bisher charakterisierten Proteinen analysiert.
3.1.1 Dcp1
Bei der Durchsuchung des Genoms von Arabidopsis thaliana nach Homologen von
ScDcp1 und HsDcp1a/b wurde jeweils dasselbe Homolog (AtDcp1 At1g08370) identi￿-
ziert. Weitere identi￿zierte Proteine wiesen eine sehr geringe Sequenzhomologie auf und
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sind nicht weiter in Betracht gezogen worden. Ebenfalls konnten f￿r Oryza sativa, Medi-
cago truncatula und Lycopersicon esculentum Homologe gefunden werden. Der Vergleich
der Aminos￿uresequenzen mit der des Dcp1 aus Hefe sowie aus S￿ugerzellen zeigt eine
sehr geringe Gesamthomologie der Proteine (Abb. 3.1). Weiterhin unterscheiden sich
die Proteine sehr deutlich in ihrer Gr￿￿e. Bei den Proteinen der h￿heren Eukaryon-
ten ￿ndet sich jedoch im N-terminalen Teil ein gr￿￿erer Bereich (ca. 125aa), der eine
starke Konservierung der Aminos￿uren aufweist (Abb. 3.1 A, B; Dom￿ne I-III). Dieser
Teil des Proteins scheint f￿r dessen Funktion sehr wichtig zu sein, da Mutationen in
diesem Bereich zum Verlust der Decappingreaktion f￿hrt (Renfranz et al., 2002). Diese
Sequenzen sind ebenfalls im ScDcp1, auf drei kleinere Dom￿nen aufgeteilt, zu ￿nden,
die durch zwei Dom￿nen getrennt sind. Diese zus￿tzlichen Dom￿nen ￿nden sich nur
bei ScDcp1, zum Beispiel auch nicht in SpDcp1 (nicht dargestellt), und scheinen keine
zentrale Rolle f￿r die Decappingreaktion zu spielen. Sie sind wahrscheinlich f￿r Hefe-
spezi￿sche Funktionen verantwortlich. Mit Ausnahme von ScDcp1 ￿ndet sich weiterhin
eine sehr gro￿e C-terminale Verl￿ngerung. Innerhalb der p￿anzlichen Vertreter ￿ndet
sich ein konservierter Bereich (ca. 58aa), der in geringem Ma￿e auch bei dem Dcp1
der S￿ugetiere konserviert ist (Abb. 3.1 A, B; Dom￿ne IV, V). Am C-Terminus ￿ndet
sich weiterhin im Dcp1 der h￿heren Eukaryonten eine kurze konservierte Sequenz (ca.
21aa) (Abb. 3.1 A, B; Dom￿ne VI). Der ￿brige Teil der C-terminalen Verl￿ngerung ist
nur sehr wenig konserviert. Auch innerhalb der p￿anzlichen Vertreter beziehungsweise
innerhalb der Vertreter der S￿ugetiere lassen, sich keine konservierten Bereiche im C-
Terminus ￿nden. Somit l￿￿t sich vermuten, dass dieser Bereich keine besondere Rolle f￿r
die Decapping Reaktion spielt. Die n￿here Verwandtschaft der Dcp1 Homologe der h￿-
heren Eukaryonten wird auch durch die phylogenetische Analyse verdeutlicht (Abb. 3.1
C). Die p￿anzlichen Dcp1 beziehungsweise das Dcp1 der S￿ugetiere bilden jeweils eine
eigene Gruppe. Im Gegensatz dazu ist das ScDcp1 keiner dieser Gruppen zugeordnet.3 Ergebnisse 37
          
          
AtDcp1  : 
OsDcp1  : 
MtDcp1  : 
LeDcp1  : 
HsDcp1a : 
HsDcp1b : 
MmDcp1a : 
MmDcp1b : 
ScDcp1p : 
          
                                                                                                        
                                                                                                        
-----------------MSQNGKIIPNL--DQNSTRLLNLTVLQRIDPYIEEILITAAHVTFYEFNIELSQWSRK-DVEGSLFVVKRSTQP-------------
--------MRPPAPATTAGAGGKVTPNLAMDAEGTRLLNLTVLQRLDPAVEDILITAAHVTLYDFNIELNQWSRK-DVEGSLFVVKRNKQP-------------
-----------------MSQNGKLMPNL--DQQSTKLLNLTVLQRIDPFVEEILITAAHVTFYEFNIDLSQWSRK-DVEGSLFVVKRNTQP-------------
-----------------MSQNGKLMPNL--DQNSTKLLNLTVLQRIDPFIEEILITAAHVTLYEFSIDNSQWSRK-DIEGSLFVVKRSSQP-------------
------------------------MEAL--SRAGQEMSLAALKQHDPYITSIADLTGQ-VALYTFCPKANQW-EKTDIEGTLFVYRRSASP-------------
-------------------MAAVAAGGL--VGKGRDISLAALQRHDPYINRIVDVASQ-VALYTFGHRANEW-EKTDVEGTLFVYTRSASP-------------
----MALSCSTVRPRRRGSALRSKMELL--SRAEQEMSLAALKQHDPYITSIADLTGQ-VALYTFCPKANQW-EKTDIEGTLFVYRRSASP-------------
-------------------MAAAAAGGL--PGKGHDISLAALRRHDPYISRIVDVASQ-VALYTFGHRANEW-EKTGVEGTLFVYTRSASP-------------
-------------MTGAATAAENSATQL--EFYRKALNFNVIGRYDPKIKQLLFHTP-HASLYKWDFKKDEW-NKLEYQGVLAIYLRDVSQNTNLLPVSPQEVD
                                                                                                        
      
      
 :  71
 :  82
 :  71
 :  71
 :  63
 :  68
 :  83
 :  68
 :  87
      
          
          
AtDcp1  : 
OsDcp1  : 
MtDcp1  : 
LeDcp1  : 
HsDcp1a : 
HsDcp1b : 
MmDcp1a : 
MmDcp1b : 
ScDcp1p : 
          
                                                                                                        
                                                                                                        
---------------------------------------------------RFQFIVMNRRNTDNLVENLLGD---------------------FEYEVQGPYL
---------------------------------------------------RFQFIVMNRRNTDNLVEDLLSD---------------------FEFELQPPYL
---------------------------------------------------RFQFIVMNRRNTENLVENLLGD---------------------FEYEIQVPYL
---------------------------------------------------RFQFIVMNRRNTDNLVEDLLGD---------------------FEYEIQLPYL
---------------------------------------------------YHGFTIVNRLNMHNLVEPVNKD---------------------LEFQLHEPFL
---------------------------------------------------KHGFTIMNRLSMENRTEPITKD---------------------LDFQLQDPFL
---------------------------------------------------YHGFTIVNRLNMHNLVEPVNKD---------------------LEFQLHEPFL
---------------------------------------------------KHGFTIMNRLSMENRTEPITKD---------------------LDFQLQNPFL
IFDSQNGSNNIQVNNGSDNSNRNSSGNGNSYKSNDSLTYNCGKTLSGKDIYNYGLIILNRINPDNFSMGIVPNSVVNKRKVFNAEEDTLNPLECMGVEVKDELV
                                                                                                        
      
      
 : 103
 : 114
 : 103
 : 103
 :  95
 : 100
 : 115
 : 100
 : 191
      
          
          
AtDcp1  : 
OsDcp1  : 
MtDcp1  : 
LeDcp1  : 
HsDcp1a : 
HsDcp1b : 
MmDcp1a : 
MmDcp1b : 
ScDcp1p : 
          
                                                                                                        
                                                                                                        
LYRNASQEVNGIWFYNKRECEEVATLFNRILS-----------------------AYSKVNQKPKASSSKSEFEELEA--------------------------
LYRNAAQEVNGIWFYNQQDCDAVAGVFGRILN-----------------------AYAKVPPKPKVPSTKSEFEELEA--------------------------
LYRNAAQEVNGIWFYNARECEEVANLFSRILN-----------------------AYAKVPPKLKVSSTKSEFEELEA--------------------------
LYRNASQEVNGIWFYNQRECEEVANLFDRILG-----------------------AYSKVPTKSKVPLTKSEFEELEA--------------------------
LYRNASLSIYSIWFYDKNDCHRIAKLMADVVEEETRRSQQAARDKQSPSQANGCSDHRPIDILEMLSRAKDEYERNQMGDSNISSPGLQPSTQLSNLGSTETLE
LYRNARLSIYGIWFYDKEECQRIAELMKNLTQYEQLKAHQGTGAGISPVILN-SGEGKEVDILRMLIKAKDEYTKCKTCSEPKKITSSSAIYDNPNLIKPIPVK
LYRNASLSIYSIWFYDKNDCHRIAKLMADVVEEETRRSQQAARDKQSPSQANGCSDQRPIDILEMLSRAKDEYERNQMGGSNISSPGLQPSTQLSNLGSTETLE
LYRNGTLSIYGIWFYDKEECQRIAKLMKNLTQSEQLKACHGAGS--SPVTLS-SGEGQEVDILQMLTKAKDEYTKCKTCSEPKQMTNSSAICDNPKLIKPVPVR
IIKNLKHEVYGIWIHTVSDRQNIYELIKYLLENEPKDSFA----------------------------------------------------------------
                                                                                                        
      
      
 : 158
 : 169
 : 158
 : 158
 : 199
 : 203
 : 219
 : 201
 : 231
      
          
          
AtDcp1  : 
OsDcp1  : 
MtDcp1  : 
LeDcp1  : 
HsDcp1a : 
HsDcp1b : 
MmDcp1a : 
MmDcp1b : 
ScDcp1p : 
          
                                                                                                        
                                                                                                        
--------------------------------------------------------------------------------------------------------
--------------------------------------------------------------------------------------------------------
--------------------------------------------------------------------------------------------------------
--------------------------------------------------------------------------------------------------------
EMPSGSQDKSAPS-----GHKHLTVEELFG--TSLPKEQPAVVGLDSEEMERLPGDASQKEPNSFLPFPFEQLGGAPQSETLGVPSAAHHSVQPEITTPVLITP
PSENQQQRIPQPNQTLDPEPQHLSLTALFGKQDKATCQETVEPPQTLHQQQQQQQQQQQEKLPIRQGVVRSLSYEEPRRHSPPIEKQLCPAIQKLMVRSADLHP
ETPSGSQDKSAPS-----GHKHLTVEELFG--TSLPKEQPTAMGLESEDTDKLLGDASQKEPSSFLPFPFEQSGGAPQSENLGIHSAAHHTVQPEVSTPVLITP
PSSSQRLQGPAPSKTSDPEPQHLSLTALFGKQDKAPCQETVKPSRTFAHHHHHHHQQQQETRPVHHGVACSLSCEEPRKLSLPVEKQLCPAIQKLMLGSPGLHP
--------------------------------------------------------------------------------------------------------
                                                                                                        
      
      
 :   -
 :   -
 :   -
 :   -
 : 296
 : 307
 : 316
 : 305
 :   -
      
          
          
AtDcp1  : 
OsDcp1  : 
MtDcp1  : 
LeDcp1  : 
HsDcp1a : 
HsDcp1b : 
MmDcp1a : 
MmDcp1b : 
ScDcp1p : 
          
                                                                                                        
                                                                                                        
---------------KPTMAVMDGPLEPSS----TARDAPDDPAFVNFFSSTMN-----------------------------------LGNTASGSASGPYQS
---------------VPTSAAIDGPLEPSSSSTVLVSNAPDE-SLTDYFSGAVN-----------------------------------VGNVSITPMVGRTHQ
---------------VPTMAVMDGPLEPSSSITSNVADVPDDPSFINFFSAAMG-----------------------------------IGNTS----------
---------------VPTMAVIDGPLEPSSSTASNAPHLPEDNSFVNFFSNALT-----------------------------------IGNASNTAVQGQLYH
ASITQSNEKHAPTYTIPLSPVLSPTLPAEAPTAQVPPSLPRNSTMMQAVKTTPRQRSPLLNQPVPELSHASLIANQSPFRAPLNVTNTAGTSLPSVDLLQKLR-
LSELPENRPCENGSTHSAGEFFTGPVQPGSPHNIGTSRGVQNASRTQNLFEKLQSTPGAANKCDPSTPAPASSAALNRSRAPTSVTPVAPGKGLAQPPQAYFNG
ASIAQSGDKHPPSYTLPLSPVLSPTLPAEAPTTQVP-HLPRNSTMIQAVKTTPRQKSPLLNQPVPELSHSSLVASQSPFRAPVSLANPAGTALPSVDLLQKLR-
LPQHPEQWSCKSGSPSPAGGILPGPVQLGSPWNGRVAHCTQSTCRGHKLLEQLQGAPGAVHKYNPCAPT-----------GPAVATQVAPGQSVAQSQLVYFSG
--------------------------------------------------------------------------------------------------------
                                                                                                        
      
      
 : 208
 : 222
 : 202
 : 212
 : 399
 : 411
 : 418
 : 398
 :   -
      
          
          
AtDcp1  : 
OsDcp1  : 
MtDcp1  : 
LeDcp1  : 
HsDcp1a : 
HsDcp1b : 
MmDcp1a : 
MmDcp1b : 
ScDcp1p : 
          
                                                                                                        
                                                                                                        
SAIPHQPHQPHQPHQPTIAPPVAAAAPPQIQSPPPLQSSSPLMTLFDNNPEVI---SSNSNIHTDLVTPSFFGPPRMM-AQPHLIPGVSMPSAPPLNPNNAS--
PIESVASSHVPLIIPSAAP-------THQMGVPSG-AASAPPLPVIDTN--------VHSSHSTNLVTPAFFAPPSSSSASLVAPASSFMPTASPFHPTSAD--
----------------------------MLRSPD--NLISLLLQIL------------------------LLG-------QLM------------LLHLLC---
ASPATLPPPRPPPSVPSSS------APVLLPSPP--LSASSLLRPLHDAPEPD---VSAKWSSNLVKPSSFFGPPPAS-SPLMPPISSSVPTAPPLLPLGN---
-LTPQHDQIQTQPLGKGAMVASFSPAAGQLATPESFIEPPSKTAAARVAASAS----LSNMVLAP-LQSMQQNQDPEVFVQPKVLSSAIPVAGAPLVTATTTAV
SLPPQTVGHQAHGREQSTLPRQTLAISGSQTGSSGVISPQELLKKLQIVQQEQQLHASNRPALAAKFPVLAQSSGTGKPLESWINKTPNTEQQTPLFQVISPQR
-LTPQHDQIQAQPLGKGTMAPSFSSAAGQLATPESFIEPSSKTAAARAAVSAS----LSNMVLAPTLRSMQQNQDPEVFSQPKVLPSAIPIAGSPLVPATTTAV
PLQPPAPGHQALRKEQGALPAQAVSLSGSQESSPTVLPTQELLRKLQVVHQEQ--QAAPRPALAARFPVSAQGSGTEKPLEAWVSKTASMEKQAPLLQS-----
--------------------------------------------------------------------------------------------------------
                                                                                                        
      
      
 : 306
 : 308
 : 230
 : 301
 : 497
 : 515
 : 517
 : 495
 :   -
      
          
          
AtDcp1  : 
OsDcp1  : 
MtDcp1  : 
LeDcp1  : 
HsDcp1a : 
HsDcp1b : 
MmDcp1a : 
MmDcp1b : 
ScDcp1p : 
          
                                                                                                       
                                                                                                       
----------------------HQQRSYG--TPVLQPFPPPTPPP-----SLAPAPTGP--VISRDKVKEALLSLLQEDE-FIDKITRTLQNALQQ-------
----------------------AHRPAYGHGTPLLQPLPPPTPPAS----LTPVHNDEP--VISRDKVKDALLRLVQNDE-FINLLYQELQNAHA--------
-----------------------HWQPCR--YHLFHIY------------SVYTQHDAP--GVHHSSSQAQIL------------------------------
-----------------------LQRPYG--APLLQPFPPPTPPPSLTPTSSSIPNNIP--VVNRDKVREALVMLVQDDQ-FIDMIYRALLNAHHS-------
S------------------SVLLAPSVFQQTVTRSSDLERKASSPSPLTIGTPESQRKPSIILSKSQLQDTLIHLIKNDSSFLSTLHEVYLQVLTKNKDNHNL
IPATAAPSLLMSPMVFAQPTSVPPKERESGLLPVGGQEPPAAATSLLLPIQSPEPSVITSSPLTKLQLQEALLYLIQNDDNFLNIIYEAYLFSMTQAAMKKTM
S------------------SVLLSPSVFQQTVPRAADLERKASSPSPLTVGTAESQRKPSIILSKSQLQDTLIHLIKNDSSFLSTLHAVYLQVLTKNKDNHNL
-------------------TCAPLRETDNGLMALGGQELPAASSNLLLPLQNWESSTVASRPLTRLQLQEALLNLIQNDDNFLSIIYEAYLFSVTQAAMRTT-
-------------------------------------------------------------------------------------------------------
                                                                                                       
      
      
 : 370
 : 374
 : 264
 : 369
 : 582
 : 618
 : 602
 : 578
 :   -
      
I
II
III
V
A
VI
IV
-Abbildung wird auf n￿chster Seite fortgesetzt-3 Ergebnisse 38
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Abbildung 3.1: Sequenzanalyse von AtDcp1. (A) Sequenzvergleich von Dcp1 aus Arabidop-
sis thaliana (At), Oryza sativa (Os), Medicago truncatula (Mt), Lycopersicon esculentum (Le),
Homo sapiens (HsDcp1a/b), Mus musculus (MmDcp1a/b), Saccharomyces cerevisae (Sc) (vor-
hergehende Seite). Die Aminos￿uresequenzen wurden manuell ausgerichtet. Die markierten Be-
reiche (I-III) repr￿sentieren konservierte Dom￿nen, die bei allen Homologen zu ￿nden sind. Die
Dom￿ne IV-VI zeigt schwache Konservierungen zwischen den Homologen der h￿heren Euka-
ryonten an. Rot markierte Aminos￿uren = hoch konservierte Positionen, blau beziehungsweise
gr￿n markierte Aminos￿uren = schw￿cher konservierte Positionen. (B) Schematische Darstel-
lung des Sequenzvergleichs von Dcp1 aus Mensch, Maus und Hefe. Die p￿anzlichen Homologe
sind exemplarisch durch Arabidopsis thaliana und Oryza sativa repr￿sentiert. Die in dem Se-
quenzvergleich markierten Dom￿nen, sind durch farbige Boxen repr￿sentiert: schattierte Boxen
= stark konservierte Dom￿nen; farbige Boxen = geringe Konservierung. Die Gesamtl￿nge der
jeweiligen Proteine ist auf der rechten Seite angegeben. (C) Phylogenetische Analyse der Dcp1
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3.1.2 Dcp2
Das Decapping Protein Dcp2 ist durch die drei Dom￿nen BoxA (38aa), BoxB (21aa)
und dem MuT/Nudix Motiv Region (109aa) charakterisiert. Bei der Datenbanksu-
che konnte ein eindeutiges Homolog f￿r HsDcp2 und ScDcp2 in Arabidopsis thaliana
(AtDcp2 At5g13570) sowie den anderen p￿anzlichen Systemen identi￿ziert werden. Es
wurden auch weitere Proteine mit einem konservierten MuT/Nudix Motiv gefunden, da
dieses Motiv in einer Reihe von Proteinen mit einer Pyrophosphatase-Aktivit￿t konser-
viert ist (Bessmann et al., 1996). Allerdings wiesen diese Proteine nur eine sehr geringe
Gesamthomologie auf und es waren nicht die charakteristischen Dom￿nen BoxA und
BoxB vorhanden. Im Gegensatz dazu zeigt der Sequenzvergleich der p￿anzlichen Ho-
mologe mit dem Dcp2 aus Hefe und S￿ugerzellen, trotz unterschiedlicher L￿nge der Pro-
teine, eine hohe Gesamthomologie (Abb. 3.2 A, B). Besonders die N-terminale Dom￿ne
wei￿t eine sehr starke Konservierung auf. Dort ￿nden sich auch die f￿r die Decapping-
reaktion essentiellen Dom￿nen wie BoxA, BoxB und die MuT/Nudix Motiv Region.
Der C-Terminus der Dcp2 Homologe ist nur sehr gering konserviert und weist sehr un-
terschiedliche Gr￿￿en bei den verschiedenen Organismen auf, der besonders gro￿ bei
ScDcp2 ist. Diesen Bereichen konnte bisher keine spezielle Funktion zugeordnet wer-
den, jedoch scheinen sie bei der Decapping Reaktion eine entscheidende Rolle zu spielen
(van Dijk et al., 2002). Die phylogenetische Analyse zeigt, dass die p￿anzlichen und
die tierischen Vertreter jeweils in eine eigene Gruppe fallen, wobei ScDcp2 keiner der
Gruppen zugeordnet ist (3.2 C).3 Ergebnisse 40
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Abbildung 3.2: Sequenzanalyse von Dcp2. (A) Sequenzvergleich von Dcp2 aus Arabidopsis
thaliana (At), Oryza sativa (Os), Medicago truncatula (Mt), Lycopersicon esculentum (Le),
Homo sapiens (Hs), Mus musculus (Mm), Saccharomyces cerevisae (Sc) (vorhergehende Seite).
Die f￿r Dcp2 charakteristischen und konservierten Dom￿nen sind markiert: die N-terminale
38aa BoxA, 109aa Nudix Region mit dem zentralen 24aa Nudix Motiv sowie die 21aa BoxB.
Rot markierte Aminos￿uren = hoch konservierte Positionen, blau beziehungsweise gr￿n mar-
kierte Aminos￿uren = schw￿cher konservierte Positionen. (B) Schematische Darstellung des
Sequenzvergleichs von Dcp1 aus Mensch, Maus und Hefe. Die p￿anzlichen Homologe sind ex-
emplarisch durch Arabidopsis thaliana und Oryza sativa repr￿sentiert. Die Gesamtl￿nge der
jeweiligen Proteine ist auf der rechten Seite angegeben. (C) Phylogenetische Analyse der Dcp2
Homologe.3 Ergebnisse 42
3.1.3 LSm Proteine
F￿r die LSm Proteine, die besonders durch die konservierte Sm-Dom￿ne charakterisiert
sind, ￿nden sich im Arabidopsis Genom mindestens zehn Vertreter. Die Sm-Motive
enthalten die typischen konservierten Aminos￿uren beziehungsweise Aminos￿uren mit
￿hnlichen biochemischen Eigenschaften (Cooper et al.; 1995, Herman et al., 1995; SØra-
phin, 1995). Um eine Beteiligung dieser Proteine am 5’-3’mRNA-Abbau zu untersuchen,
wurden die Proteine AtLSm1 (At3g14080) als Vertreter des erwarteten LSm1-7 Kom-
plexes und LSm8 (At1g65700) als Vertreter des erwarteten LSm2-8 Komplexes gew￿hlt
(Abb. 3.3). Weiterhin wurden in die Untersuchungen die Proteine AtLsm2 (At1g03330)
und AtLSm5 (At5g48870) als Vertreter beider Komplexe mit einbezogen. F￿r diese
Proteine konnten auch Homologe in Oryza sativa, Medicago truncatula, Lycopersicon
esculentum identi￿ziert werden (Abb. 3.3 A). Der Sequenzvergleich der Homologe zeigt
eine signi￿kante Homologie mit den LSm Vertretern aus Hefe und S￿ugetieren. Es lassen
sich eindeutig die Sm-Dom￿nen identi￿zieren, die durch einen kurzen Linker von varia-
bler L￿nge miteinander verbunden sind. Innerhalb der Sm-Dom￿nen ￿nden sich wenige
Aminos￿uren, die in allen LSm Proteinen konserviert sind. In den meisten F￿llen sind
Aminos￿uren mit ￿hnlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften, meistens Hydropho-
bizit￿t, konserviert. Trotz der starken Konservierung der Sm-Dom￿nen lassen sich die
jeweiligen LSm Proteine zum einen durch ihre Gr￿￿e als auch ihrer Aminos￿uresequenz
eindeutig voneinander unterscheiden. Dies wird besonders deutlich anhand der phylo-
genetischen Analyse erkennbar, die zeigt, dass alle LSms in eine eigene Gruppe fallen
(Abb. 3.3 C). Der hohe Grad der Konservierung aller LSms zwischen den untersuchten
Organismen deutet auf wichtige Funktionen dieser Proteine hin. Weiterhin ist aufgrund
der hohen Konservierung zu erwarten, dass die Bildung eines zytoplasmatischen LSm1-7
Komplexes sowie eines nukle￿ren LSm2-8 Komplexes auch in den P￿anzen erhalten ist.3 Ergebnisse 43
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Abbildung 3.3: Sequenzanalyse von LSm1, LSm2, LSm5 und LSm8. (A) Sequenzvergleich
der ausgew￿hlten LSm Proteine aus Arabidopsis thaliana (At), Oryza sativa (Os), Medicago
truncatula (Mt), Lycopersicon esculentum (Le), Homo sapiens (Hs), Mus musculus (Mm), Sac-
charomyces cerevisae (Sc) (vorhergehende Seite). Die vorhergesagten Sm MotiveI/II sind mar-
kiert. Rot markierte Aminos￿uren = hoch konservierte Positionen, blau beziehungsweise gr￿n
markierte Aminos￿uren = schw￿cher konservierte Positionen. (B)Schematische Darstellung der
Dom￿nenstruktur der LSm Proteine exemplarisch durch Arabidopsis thaliana repr￿sentiert. Die
farbigen Boxen repr￿sentieren die konservierten Sm-Motive. (C) Pyhlogenetische Analyse der
LSm Proteine.3 Ergebnisse 45
3.2 Expressionsanalyse
Um zu ￿berpr￿fen, ob die identi￿zierten Gene in Arabidopsis thaliana exprimiert wer-
den, wurden die Expressionslevel der jeweiligen mRNAs in verschiedenen Geweben sowie
Zellkultur mit Gen-spezi￿schen Primer ￿ber semi-quantitative RT-PCR bestimmt. F￿r
jedes Transkript konnte eine Bande mit der erwarteten Gr￿￿e detektiert werden (Abb
3.4 A, Tabelle 2.1). Die Ergebnisse zeigen, dass die Gene ubiquit￿r exprimiert wer-
den. Weiterhin wurden die Microarray Datens￿tze, die vom AtGenExpress Konsortium
ver￿￿entlicht wurden, f￿r weitere Analysen herangezogen (Abb 3.4 A). Diese Datens￿t-
ze verdeutlichen, dass die jeweiligen Gene konstitutiv exprimiert werden. Auch unter
Stressbedingungen kommt es zu keinen signi￿kanten Ver￿nderungen im Expressions-
muster. Lediglich f￿r Dcp2 kann eine Ver￿nderung der Expression beobachtet werden.
Die ubiquit￿re und konstitutive Expression dieser Gene deckt sich mit der Annahme,
dass der mRNA-Abbau einen zellul￿ren Prozess darstellt, der zu jeder Bedingung in je-
der Zelle vorhanden ist. Da keine Antik￿rper gegen die jeweiligen Proteine au￿er gegen
Dcp1 (siehe Abschnitt 3.6) existieren, kann keine Aussage ￿ber die jeweiligen Protein-
level gemacht werden. Es ist m￿glich, dass die Regulation der Expression der Proteine
auf translationeller Ebene statt￿ndet.
3.3 Lokalisationsanalyse
Lokalisationstudien von mRNA-Abbau Proteinen (zum Beispiel Dcp1, Dcp2 und LSms)
in einer Reihe von Organismen haben ergeben, dass diese Proteine haupts￿chlich in P-
bodies im Zytoplasma lokalisieren und zeigen, dass diese Eigenschaft der Proteine im
Laufe der Evolution konserviert ist. Die Lokalisation der Proteine innerhalb der Zelle
ist hochdynamisch und deren Akkumulation in den P-bodies ist abh￿ngig vom Status
des mRNA-Metabolismus unter einer gegebenen Bedingung.
Erste Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen mit der Exoribonuklease Xrn4 in3 Ergebnisse 46
Abbildung 3.4: Expressionsanalyse in Geweben von Arabidopsis thaliana. (A) Die f￿r die
identi￿zierten Proteine kodierenden mRNAs wurden ￿ber RT-PCR Analyse mit Sequenz-
spezi￿schen Primern durchgef￿hrt. Die Gesamt RNA wurde aus Samen, Wurzel, Blatt, Bl￿-
tenknospe, gr￿ne Schote und Zellkultur isoliert. Die mRNA wurde unter der Verwendung von
Aktin7 spezi￿schen Primern standardisiert. Die Kontamination mit genomischer DNA wur-
de durch Verwendung von Intron-￿berspannenden Primern ausgeschlossen (Material und Me-
thoden 2.1). (B) Darstellung ausgew￿hlter Microarray Expressionspro￿le der AtGenExpress
Entwicklungs- und abiotischen Stress-Serie als ￿heat maps￿. Die Farblegende f￿r die Signalin-
tensit￿ten ist rechts unten angegeben.
Zwiebel Epidermiszellen deuteten bereits eine ￿hnlich Lokalisation in P￿anzen an (Ka-
stenmayer und Green, 1998). Um die Frage zu beantworten, ob sich homologe zellul￿re
Strukturen in P￿anzen ￿nden lassen, wurde die Lokalisation der neu identi￿zierten
Proteine als GFP-Fusionsproteine (green ￿uorescent protein) in Tabak Mesophyll Pro-
toplasten ￿uoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb. 3.5A).
3.3.1 Subzellul￿re Lokalisation von GFP-Dcp1 und GFP-Xrn4
Bei der Untersuchung von GFP-Dcp1 wurden sehr schnelle Ver￿nderungen in der Loka-
lisation beobachtet. Das GFP-Dcp1 lag im Zytoplasma verteilt vor und war teilweise in3 Ergebnisse 47
kleinen Aggregaten zu erkennen (3.5A). Allerdings konnten nach ca. 60 Sekunden eine
schnelle Akkumulation des Proteins in zytoplasmatischen Foci beobachtet werden (Abb.
3.5B). Der Prozess war innerhalb von 3-10 Sekunden abgeschlossen und die Lokalisation
￿nderte sich anschlie￿end nicht mehr. Identische Beobachtungen konnten auch bei der
Untersuchung der Exoribonuklease Xrn4 gemacht werden (Abb. 3.5A). Um zu ￿berpr￿-
fen, ob Dcp1 und Xrn4 in den gleichen Strukturen lokalisiert sind, wurden RFP-Dcp1
(red ￿uorescent protein) mit GFP-Xrn4 koexprimiert. Es konnte eine Kolokalisation der
Proteine beobachtet werden (3.5C). Dies deutet an, dass die Proteine an identischen
Prozessen beteiligt sind.
Da die Proteine zu Beginn eine Verteilung im Zytoplasma zeigten, kann ausgeschlos-
sen werden, dass es sich bei den beobachteten Strukturen um Artefakte handelt, die aus
der ￿berexpression der Proteine resultieren. Die Ver￿nderungen beruhen also auf int-
rinsischen Eigenschaften der Proteine. Das hoch dynamische Verhalten von Dcp1 sowie
die Kolokalisation mit der Exoribonuklease wurde auch in Hefe beobachtet, und diese
Fakten deuten an, dass das homologe Protein in Arabidopsis thaliana identi￿ziert wur-
de und diese Strukturen sehr wahrscheinlich die p￿anzlichen P-bodies darstellen. Auch
die Gr￿￿e der Strukturen sowie deren Verteilung ist vergleichbar mit den P-bodies der
S￿ugerzellen. M￿glicherweise wurde die Akkumulation durch anoxische Bedingungen
(Stress) unter dem Deckgl￿schen hervorgerufen, da ohne Deckgl￿schen dieser E￿ekt
nicht zu beobachten war (Daten nicht dargestellt) (siehe Abschnitt 3.10). Die hohe
dynamische Ver￿nderung k￿nnte durch Ver￿nderungen im mRNA-Metabolismus unter
diesen Bedingungen hervorgerufen worden sein. Verantwortlich daf￿r k￿nnte sowohl ein
erh￿hter mRNA-Zu￿uss in diese Strukturen als auch eine verringerte Abbaurate sein.
3.3.2 Subzellul￿re Lokalisation von GFP-Dcp2
Das Decapping Protein Dcp2 wurde ebenfalls in zytoplasmatischen Foci erwartet. Aller-
dings konnte ￿berraschenderweise keine Akkumulation in zytoplasmamatischen Struk-3 Ergebnisse 48
Abbildung 3.5: Subzellul￿re Lokalisation von Dcp1 und Xrn4 in Tabak Mesophyll Protopla-
sten ￿ber Fluoreszenzmikroskopie. (A) Lokalisation von GFP-Dcp1 (zwei Beispiele 1/ 2) und
GFP-Xrn4 (nur Lokalisation in Aggregaten dargestellt). Die Unversehrtheit der Protoplasten
wurde ￿ber Durchlicht (DIC = di￿erential interference contrast) kontrolliert. (B) Dynamik von
GFP-Dcp1. Die Akkumulation von GFP-Dcp1 wurde 60 Sekunden nach Beobachtung unter
dem Mikroskop zu den rechts oben angegebenen Zeiten aufgenommen. 70% der transformier-
ten Protoplasten zeigten dieses Verhalten. (C) Kolokalisation von RFP-Dcp1 und GFP-Xrn4.
Pfeile zeigen kleine zytoplasmatische Aggreagte an. Weitere Beispiele siehe Abb. Anhang A.
Ma￿stab=10 µm.3 Ergebnisse 49
Abbildung 3.6: Subzellul￿re Lokalisation der Lsm Proteine und Dcp2 in Tabak Mesophyll
Protoplasten ￿ber Fluoreszenzmikroskopie. Die GFP markierten Proteine LSm1, LSm2, LSm5,
LSm8 und Dcp2 wurden in Tabak Mesophyll Protoplasten exprimiert. Die untere Reihe zeigt die
Protoplasten im Durchlicht (DIC). Weitere Beispiele siehe Abb. Anhang A. Ma￿stab=10 µm.
turen beobachtet werden (Abb 3.6). Das GFP-Dcp2 lag ausschlie￿lich verteilt im Zell-
kern sowie dem Zytoplasma vor. Auch eine lange Inkubation der Tabak Mesophyll
Protoplasten unter dem Deckgl￿schen f￿hrte zu keiner Ver￿nderung in der Lokalisa-
tion. Eine nukle￿re Lokalisation wurde bereits f￿r HsDcp2 beschrieben (van Dijk et
al., 2002). Ebenfalls wurde auch in Hefe und S￿ugerzellen beobachtet, dass nicht alle
mRNA-Abbau Proteine im gleichen Ausma￿ in den P-bodies lokalisieren (Cougot et al.,
2004).
3.3.3 Subzellul￿re Lokalisation von GFP-LSms
Aufgrund der hohen Konservierung der LSm-Proteine war zu erwarten, dass das LSm1
Protein als Komponente des putativen LSm1-7 Komplexes nur im Zytoplasma zu ￿n-
den ist, wohingegen das LSm8 als Komponente des LSm2-8 Komplexe nur im Zellkern
lokalisiert ist, wie es in Hefe und S￿ugerzellen gezeigt wurde (Ingel￿nger et al., 2002;
Sheth und Parker, 2003). Die Proteine LSm2 und LSm5 sind dagegen in beiden Kom-3 Ergebnisse 50
partimenten zu erwarten. W￿hrend die disperse nukleo-zytoplasmatische Lokalisation
f￿r LSm2 und LSm5 den Erwartungen entsprach, war die Lokalisation von LSm1 und
LSm8 unerwartet (Abb. 3.6). LSm1 und LSm8 zeigten ebenfalls eine disperse nukleo-
zytoplasmatische Verteilung.
Es gibt mehrere M￿glichkeiten, die teilweise unerwarteten Lokalisationen der LSms
beziehungsweise des Dcp2 und die Abwesenheit von zytoplasmatischen Strukturen zu
erkl￿ren. Ein Ein￿uss des GFP-Tag kann ausgeschlossen werden, da identische Loka-
lisationen mit verschiedenen Tags (3HA, Strep) beobachtet wurden (Daten nicht dar-
gestellt). Da die Proteine Untereinheiten gr￿￿erer Komplexe darstellen, ist es m￿glich,
dass weitere Proteine im richtigen st￿chiometrischen Verh￿ltnis f￿r den Einbau in in-
takte Komplexe ben￿tigt werden, wie bereits in Hefe f￿r die LSm Komplexe gezeigt
werden konnte. Ebenfalls konnte f￿r HsDcp2 gezeigt werden, dass die Koexpression
von Hedls (human enhancer of Decapping) f￿r den Einbau in den Decappingkomplex
n￿tig ist (Fenger-Grłn et al., 2006). Somit w￿re es m￿glich, dass die hier beobachtete
Lokalisation lediglich die Lokalisation des freien Proteins zeigt. Ein weiterer Grund f￿r
die Abwesenheit von zytoplasmatischen Akkumulationen k￿nnte sein, dass die Proteine
nur transient in den Strukturen lokalisiert sind (siehe Abschnitt 3.5).
3.4 Interaktionsanalyse der mRNA-Abbau Proteine
Der mRNA-Abbau ist ein komplexer Prozess, der mit der ￿berf￿hrung der mRNA in ein
nicht-translatierten Zustand beginnt und schlie￿lich zum Abbau der mRNA f￿hrt. Da-
bei ￿ndet eine Vielzahl von charakteristischen Protein-Protein Wechselwirkungen statt,
wie durch Untersuchungen in Hefe und S￿ugerzellen gezeigt wurde, die die mRNP-
Reorganisation hervorrufen. Um zu untersuchen, ob die in dieser Arbeit identi￿zier-
ten Proteine miteinander interagieren, und um somit Hinweise auf eine Beteiligung in
identischen zellul￿ren Prozessen zu bekommen, wurde eine Hefe-Zwei-Hybrid Anaylse
(H2H) durchgef￿hrt. Die Hefe-Zwei-Hybrid Analyse ist eine Methode, um Interaktionen3 Ergebnisse 51
Abbildung 3.7: Protein-Protein Interaktionsanalyse mittels Hefe-Zwei-Hybrid Methode. Die
angegebenen N-terminal getaggten AD- und BD Fusionproteine (N) wurden in allen Kombi-
nationen miteinander auf Interaktion getestet. Aufgrund von hoher Selbstaktivit￿t wurde f￿r
Dcp1 die DNA-Bindedom￿ne an den C-Terminus (C) fusioniert. Kombinationen mit BD-Dcp2,
-Xrn4, -LSm1, -LSm5 ergaben keine Interaktionen (nicht dargestellt). Die St￿rke der Interakti-
on wird durch Wachstum auf Medium mit ansteigender Konzentration des Histidin Sytnthese
Inhibitor 3-Amino Triazol (3-AT) angezeigt. Jedes Fusionsprotein wurde mit der Aktivator-
dom￿ne (AD) beziehungsweise Bindedom￿ne (BD) getestet (nur f￿r BD (N) gezeigt). Farbige
Boxen markieren Proteinkombinationen, bei denen Interaktionen beobachtet werden konnten.
zwischen Proteinen nachzuweisen, die ￿ber eine Dimer-Ober￿￿che der Proteine zustan-
de kommen. Die getesteten Proteine wurden in verschiedenen Kombinationen sowohl
als Gal4-AD beziehungsweise Gal4-BD Fusionsproteine getestet. Im folgenden wird zur
Vereinfachung auf die Nennung der fusionierten Dom￿nen (AD/BD) verzichtet.
Bei der Analyse der Proteine konnte eine Interaktion zwischen LSm1-LSm2 und
LSm2-LSm8 beobachtet werden (Abb. 3.7; rote Boxen beziehungsweise blaue Boxen).
Weiterhin wurde eine sehr schwache Interaktion von LSm2 und LSm5 detektiert (gelbe
Box). Die Interaktionen von LSm1-LSm2 und LSm2-LSm8 konnten auch ￿ber Hefe-3 Ergebnisse 52
Zwei-Hybrid Screenings mit den homologen LSm Proteinen aus Hefe und S￿ugerzellen
beobachtet werden (Fromont-Racine et al., 2000; Lehner und Sanderson, 2004). Diese
Ergebnisse deuten an, dass ￿hnlich Komplexe in Arabidopsis thaliana existieren, und
weisen auf eine Rolle in identischen Prozessen der Zelle hin. Die LSm2-LSm5 Interaktion
wurde allerdings bisher nicht in anderen Organismen beobachtet. Da diese Interaktion
nur sehr schwach war und nur in einer Orientierung beobachtet wurde, k￿nnte es sich
auch um eine unspezi￿sche Interaktion handeln. Bei der H2H Analyse von Dcp1 wurde
die DNA-Bindedom￿ne an den C-Terminus fusioniert, da das Protein eine hohe Selbst-
aktivit￿t aufwies, wie es bereits f￿r HsDcp1 beobachtet werden konnte (Lehner und
Sanderson, 2002). Interessanterweise konnte eine Selbstinteraktion des Dcp1 beobach-
tet werden (gr￿ne Box). Eine solche Selbstinteraktion wurde bisher noch nicht in der
Literatur beschrieben. Da das Dcp1 innerhalb der N-terminalen Dom￿ne sehr ￿hnlich zu
den Homologen Dcp1 ist (Abb. 3.1), ist diese Eigenschaft auf die C-terminale Dom￿ne
zur￿ckzuf￿hren.
F￿r Dcp1 wurde weiterhin eine Interaktion mit Dcp2 erwartet. Allerdings konnte
diese nicht beobachtet werden. Ebenfalls konnten keine Interaktionen mit Xrn4 iden-
ti￿ziert werden (nur teilweise dargestellt). Eine triviale Erkl￿rung hierf￿r ist, dass die
Interaktionen zwischen den Proteinen zu schwach sind, um sie zu detektieren, oder
die Proteine sind teilweise nicht stark genug oder ￿berhaupt nicht exprimiert. Jedoch
konnte aufgrund fehlender Antik￿rper die Expression dieser Proteine nicht analysiert
werden.
3.5 Interaktionsanalyse der mRNA-Abbau Proteine im
p￿anzlichen Expressionssystem
Wie bereits erw￿hnt, kann das Hefe-Zwei-Hybrid System die Wechselwirkungen von
Proteinen nur widergeben, wenn diese ￿ber eine Dimer-Ober￿￿che der Proteine zustande
kommt. Wird f￿r die Interaktionen das Zusammenspiel mehrerer Faktoren ben￿tigt, wie3 Ergebnisse 53
+
N-YFP C-YFP
m
y
c
H
A
zu testende Proteine BIFC Komplex
m
y
c
H
A
N-YFP  (aa1-154) C-YFP (aa 155-238)
Abbildung 3.8: Prinzip der BIFC Interaktionsanalyse. F￿r die BIFC Analyse wird das YFP
assymetrisch geteilt und mit zu testenden Proteinen fusioniert. Die Expression kann ￿ber die
eingef￿gten Tags (myc/Ha) nachgewiesen werden. Die beiden Teile des YFP ben￿tigen die
Interaktion zweier Proteine, die mit den jeweiligen YFP Fragmenten fusioniert sind. Die In-
teraktion und der Ort wo die Interaktion statt￿ndet kann mit einem Fluoreszenzmikroskop
untersucht werden.
zum Beispiel Assemblierung auf mRNA oder weitere Proteine, braucht man das native
Zellsystem. Zu diesem Zweck wurden die M￿glichkeiten der Bimolecular ￿uorescence
complementation analysis (BIFC oder auch Split YFP) genutzt. Diese zeigt nicht nur
Interaktionen im nat￿rlichen System, sondern auch die subzellul￿re Lokalisation der
Proteinkomplexe (Abb. 3.8).
Die BIFC Methode basiert auf der Wiederherstellung von zwei nicht-￿uoreszierenden
Fragmenten (N-terminaler Teil aa1-154, N-terminaler Teil aa155-238) des YFP (yellow
￿uorescent protein). Die Rekonstitution ist dabei von zwei interagierenden Proteinen
abh￿ngig, die mit den zwei H￿lften des YFP fusioniert sind. Ein wichtige Eigenschaft
dieser Methode ist, dass sie die Detektion von schwachen und transienten Interaktionen
anzeigen kann, da der rekonstituierte Komplex besonders stabil ist (Hu et al., 2002;
Walter et al., 2004).
F￿r die BIFC Analyse wurden die jeweiligen N-YFP beziehungsweise C-YFP getagg-3 Ergebnisse 54
ten Fusionsproteine in allen m￿glichen Kombinationen paarweise in Tabak Mesophyll
Protoplasten koexprimiert und das Ergebnis im Fluoreszenzmikroskop untersucht (Abb.
3.9 und Tabelle 3.1). F￿r jedes Fusionsprotein gab es Kombinationen, die kein Signal
ergaben. Diese dienen als Negativkontrollen. Die detektierten Interaktionen zwischen
den getesteten Proteinen konnten in den meisten F￿llen in beiden Orientierungen (zum
Beispiel LSm1-LSm2 beziehungsweise LSm2-LSm1) beobachtet werden. Bei den Inter-
aktionen wurden zwei verschiedene Muster beobachtet: Interaktionen in zytoplasmati-
schen Foci und Interaktionen mit disperser nukleo-zytoplasmatischer Lokalisation ohne
Bildung von Foci.
3.5.1 Interaktionen in zytoplasmatischen Foci
Interaktionen in zytoplasmatischen Foci wurden haupts￿chlich bei der Koexpression
der getesteten Proteine mit Dcp1 detektiert (Abb. 3.9 blaue Box). Weiterhin konnte
auch eine Interaktion von Dcp2 mit Xrn4 in Aggregaten detektiert werden sowie bei
der Bildung von Dcp1 sowie Dcp2 Dimeren. Die Anzahl, Gr￿￿e und Verteilung der
Aggregate ist vergleichbar mit den Strukturen, die mit GFP-Dcp1 beziehungsweise mit
GFP-Xrn4 (Abb. 3.5) beobachtet wurden, so dass es sich wahrscheinlich um identische
Strukturen handelt. Die Interaktionen von Dcp2 beziehungsweise der LSms mit Dcp1
in zytoplasmatischen Strukturen stehen im Gegensatz zu den GFP-Lokalisationsstudien
(Abb. 3.6). Da die Rekonstitution des Split YFP zur Stabilisierung transienter und
schwacher Interaktionen f￿hrt, l￿￿t dies den Schluss zu, dass die LSms als auch das
Dcp2 transient in den zytoplasmatischen Strukturen lokalisieren und somit auch nur
sehr transient mit Dcp1 interagieren.
3.5.2 Interaktionen im Nukleus und Zytoplasma
Interaktionen im Zytoplasma und Nukleus wurden bei zahlreichen LSm-LSm Kombi-
nationen als auch zwischen den LSms mit Dcp2 beobachtet (Abb. 3.9 rote Box). Die3 Ergebnisse 55
Abbildung 3.9: In vivo Protein-Protein Interaktionsanalyse mittels BIFC Methode in Tabak
Mesophyll Protoplasten. Die jeweiligen zu testenden N-YFP und C-YFP markierten Proteine
wurden paarweise untersucht. Koexpression der jeweiligen Fusionsproteine mit N-YFP bezie-
hungsweise C-YFP ergab kein Signal (nicht dargestellt). Wenige Kombinationen resultierten in
der Bildung von Artefakten (n.a. = nicht anwendbar). Pfeile zeigen die Bildung von zytoplas-
matischen Foci an. Breite Pfeilk￿pfe zeigen exemplarisch den Nukleus. Weitere Informationen
zu den Ergebnissen sind in Tabelle 3.1 dargestellt. Weitere Beispiele siehe Abb. Anhang B.
Ma￿stab=10 µm.3 Ergebnisse 56
N-YFP C-YFP Signal Lokalisation N-YFP C-YFP Signal Lokalisation
- - - - LSm1 -
Dcp1 - - Dcp1 LSm1 - n.a.
Dcp2 - - Dcp2 LSm1 +++ N/C
Xrn4 - - Xrn4 LSm1 -
LSm1 - - LSm1 LSm1 + N/C
LSm2 - - LSm2 LSm1 +++ N/C
LSm5 - - LSm5 LSm1 (+) N/C
LSm8 - - LSm8 LSm1 (+) N/C
- Dcp1 - - LSm2 -
Dcp1 Dcp1 ++ F Dcp1 LSm2 -
Dcp2 Dcp1 - n.a. Dcp2 LSm2 -
Xrn4 Dcp1 - n.a. Xrn4 LSm2 -
LSm1 Dcp1 +++ F LSm1 LSm2 +++ N/C
LSm2 Dcp1 + F LSm2 LSm2 -
LSm5 Dcp1 ++ F LSm5 LSm2 +++ N/C
LSm8 Dcp1 +++ F LSm8 LSm2 +++ N/C
- Dcp2 - - LSm5 -
Dcp1 Dcp2 ++ F Dcp1 LSm5 - n.a.
Dcp2 Dcp2 +++ F Dcp2 LSm5 (+) N/C
Xrn4 Dcp2 + F Xrn4 LSm5 -
LSm1 Dcp2 ++ N/C LSm1 LSm5 + N/C
LSm2 Dcp2 - - LSm2 LSm5 ++ N/C
LSm5 Dcp2 ++ N/C LSm5 LSm5 ++ N/C
LSm8 Dcp2 +++ N/C LSm8 LSm5 ++ N/C
- Xrn4 - - LSm8 -
Dcp1 Xrn4 ++ F Dcp1 LSm8 - n.a.
Dcp2 Xrn4 + F Dcp2 LSm8 (+) N/C
Xrn4 Xrn4 - Xrn4 LSm8 -
LSm1 Xrn4 - LSm1 LSm8 -
LSm2 Xrn4 - LSm2 LSm8 +++ N/C
LSm5 Xrn4 - LSm5 LSm8 (+) N/C
LSm8 Xrn4 - LSm8 LSm8 (+) N/C
N nukle￿r F zytoplasmatische Foci
C zytoplasmatisch n.a. nicht anwendbar
+ Intensit￿t des Flureszenzsignals (+) selten detektiert <1%
Tabelle 3.1: Zusammenfassung der Ergebnisse der BIFC Analyse3 Ergebnisse 57
disperse nukleo-zytoplasmatische Lokalisation der Interaktionen mit LSm1 beziehungs-
weise LSm8 best￿tigen die Ergebnisse der GFP-Lokalisations Analyse (Abb. 3.6). In-
teressanterweise konnte auch eine Interaktion von LSm8 mit Dcp2 beobachtet werden.
Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass in Arabidopsis thaliana das LSm8 und LSm1
nicht auf unterschiedliche Kompartimente beschr￿nkt sind und wahrscheinlich alter-
native LSm Komplexe gebildet werden k￿nnen. Innerhalb des Nukleus konnten auch
keine Akkumulationen in Foci beobachtet werden, wie man es zum Beispiel h￿u￿g f￿r
Transkriptionsfaktoren und die Splicing Maschinerie ￿ndet.
3.5.3 Das Interaktom
Die ￿ber H2H detektierten Interaktionen konnten mit der BIFC Methode veri￿ziert
werden. Es wurden jedoch auch zus￿tzliche Interaktionen detektiert (Abb. 3.10). Da
sich die Methoden grundlegend unterscheiden, stehen die Beobachtungen nicht im Wie-
derspruch (siehe Abschnitt 3.4 und 3.5). Viele der beobachteten Interaktionen stimmen
auch mit Interaktionsstudien in anderen Organismen ￿berein (Fromont-Racine et al.,
2000; He und Parker, 2000; Lehner und Sanderson, 2004). Allerdings gibt es Studien
der mRNA-Abbau Proteine mit dem BIFC System bisher nur f￿r P￿anzen. Lediglich
f￿r Dcp1 und Dcp2 wurden in S￿ugerzellen eine Interaktion ￿ber FRET Analysen in
zytoplasmatischen Foci in vivo beobachtet (Cougot et al., 2004). Es kann ausgeschlossen
werden, dass die Interaktionen durch Kolokalisation der Proteine hervorgerufen wurde.
So kann zum Beispiel sowohl Dcp2 als auch LSm2 in Aggregaten beobachtet werden (sie-
he Interaktion LSm2-Dcp1 und Dcp1-Dcp2), wohingegen die Kombination LSm2-Dcp2
kein Signal ergab. Zusammenfassend weisen die Beobachtungen auf eine Teilnahme der
Proteine in identischen Prozessen hin. Besonders die Interaktionen in zytoplasmati-
schen Aggregaten deckt sich mit der Annahme, dass diese Proteine am mRNA-Abbau
teilnehmen und sich in P-body-￿hnlichen Strukturen be￿nden.
Es ist m￿glich, dass diese Interaktionen und deren Lokalisationen einen bestimmten3 Ergebnisse 58
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Abbildung 3.10: ￿bersicht der detetkierten Protein-Protein Interaktionen. Hefe-Zwei-Hybrid
Interaktionen=rote Pfeile und BIFC Interaktionen=schwarze Pfeile. Dabei sind gestrichel-
te Pfeile=Interaktionen mit disperser nukleo-zytoplasmatischer Verteilung und durchg￿ngige
Pfeile=Interaktionen in zytoplasmatischen Foci.
Status der mRNA-Abbaumaschinerie anzeigen. Die ausserhalb der Strukturen statt￿n-
denden Interaktionen k￿nnten m￿glicherweise Interaktionen anzeigen, die in fr￿hen Teil-
schritten des mRNA-Abbaus statt￿nden, wie zum Beispiel der ￿berf￿hrung der mRNA
von einem translationskompetenten in einen translations-inkompetenten Zustand. Da-
gegen k￿nnten die Interaktionen in den Foci auf sp￿te Schritte des mRNA-Abbaus
hinweisen.
3.6 Gewinnung eines Antik￿rpers gegen AtDcp1
Die Bildung von dynamischen zytoplasmatischen Strukturen, in denen 5’-3’mRNA-
Abbau Proteine kolokalisieren und interagieren, weisen auf P-body-￿hnliche Strukturen
in P￿anzen hin. Um diese Interpretation zu best￿tigen, sollten die endogenen Strukturen
identi￿ziert und auf charakteristische Eigenschaften untersucht werden. Dabei ist das
Dcp1 Protein eine zentrale Komponente, die als Marker dienen kann (Abb. 3.5). Zur
Detektion des endogenen Dcp1 wurde ein polyklonaler Antik￿rper aus Meerschweinchen3 Ergebnisse 59
Abbildung 3.11: Charakterisierung des Antik￿rpers gegen AtDcp1. (A und C) Die angege-
benen Proteinextrakte wurden ￿ber denaturierender PAGE und nativer PAGE mit den ange-
gebenen Antik￿rpern analysiert. α-pr￿ Dcp1=Dcp1-pr￿-Immunserum. Der Molekulargewicht
Gr￿￿enstandard (in kDa) ist links angegeben. (A) Die Dcp1 Antik￿rper Spezi￿t￿t wurde mit
Gesamtzell-Extrakten (je 30TSD Protoplasten) von transformierten Tabak Mesophyll Proto-
plasten (NP) best￿tigt. Neomycintransferase (Spur1), Dcp1-Strep (Spur2). Das endogene Dcp1
Expressionslevel wurde mit jeweils 20 µg Gesamtproteinextrakt der angegebenen Geweben sowie
Zellkultur analysiert (Spur3-8). Dcp1-Strep (42kDa), Dcp1 (41kDa). (B) Kontrolle der Dcp1
Antik￿rper Spezi￿t￿t f￿r Immun￿uoreszenzanalysen durch Detektion von GFP-Dcp1 in Tabak
Mesophyll Protoplasten. Ma￿stab=10 µm.
gegen a￿nit￿ts-aufgereinigtes GST-Dcp1 hergestellt (siehe Abschnitt 2.1.6).
Um die Spezi￿t￿t des Dcp1 Antik￿rpers zu testen, wurden Proteinextrakte aus ver-3 Ergebnisse 60
schiedenen Geweben sowie Zellkulturprotoplasten von Arabidopsis thaliana f￿r eine We-
stern Analyse gewonnen (Abb. 3.11A). Als Kontrollen dienten Extrakte aus Tabakpro-
toplasten, die Dcp1-Strep (Positivkontrolle) beziehungsweise Neomycinphosphotrans-
ferase (Negativkontrolle) exprimierten. Mit dem Antik￿rper konnte sowohl eine Dop-
pelbande mit einem apperenten Molekulargewicht von 45-50kDa (schwarze Pfeile), die
auch mit dem Strep Antik￿rper bei Dcp1-Strep detektierbar war, und eine dritte Bande
bei 43kDa (grauer Pfeil) f￿r Dcp1-Strep nachgewiesen werden. Diese Banden wurden
auch in Zellkultur, Bl￿tenknospen und Bl￿ttern, aber nicht in Wurzel, gr￿nen Scho-
ten und Samen detektiert. Mit der Negativkontrolle sowie mit Pr￿-Immunserum konnte
keine Kreuzreaktivit￿t des Antik￿rpers beobachtet werden. Diese Ergebnisse best￿tigen
die Spezi￿t￿t des Dcp1 Antik￿rpers. Ob es sich bei den verschiedenen Banden um mo-
di￿ziertes Dcp1 oder um Abbauprodukte handelt, konnte jedoch nicht gekl￿rt werden.
Allerdings wurden ￿hnliche Beobachtungen mit Dcp1 aus anderen Organismen gemacht,
f￿r das ebenfalls zwei Banden detektiert wurden (Beelmann et al., 1996; La Grandeur,
1998; von Dijk et al., 2002). Die Spezi￿t￿t des Antik￿rpers f￿r Immun￿uoreszenzanaly-
sen wurde durch die Detektion von GFP-Dcp1 best￿tigt, w￿hrend mit Pr￿-Immunserum
kein Signal detektiert wurde (Abb. 3.11B).
3.7 Analyse von Dcp1 und Dcp2 Komplexen
￿ber die BIFC Analyse konnten zahlreiche Interaktionen zwischen Dcp1 und den an-
deren getesteten Proteinen identi￿ziert werden. Um zu ￿berpr￿fen, ob Dcp1 in einem
Proteinkomplex zu ￿nden ist, wurden die Proteinextrakte von Arabidopsis thaliana so-
wie Dcp1-Strep mit Hilfe eines nativen Gels analysiert. Bei der Detektion des endogenen
Dcp1 konnte ein gro￿er Komplex mit einem apparenten Molekulargewicht von ungef￿hr
600kDa in den gleichen Geweben wie bereits bei der Expressionsanalyse sowie f￿r Dcp1-
Strep detektiert werden (Abb. 3.11C).
Um zu testen, ob Dcp2 auch in diesem Komplex zu ￿nden ist, wurde Dcp2-Strep in3 Ergebnisse 61
Abbildung 3.12: Analyse von Dcp1 und Dcp2 Komplexen. Native Extrakte von Tabak Meso-
phyll Protoplasten, die Dcp1-Strep beziehungsweise Dcp2-Strep exprimierten wurden zur Ana-
lyse der Dcp1 und Dcp2 Komplexe verwendet. (A) Native PAGE. Die Belichtungszeit ist rechts
unten angegeben. (B) Native PAGE vor und nach RNAse Behandlung. (C) HPLC Analy-
se. Angegebene Gr￿￿en geben das Laufverhalten von den Markerproteinen an: Thyroglobulin
(669kDa), Ferritin (440kDa), Aldolase (158kDa). I = Input; Dcp1-Strep (41kDa); Dcp2-Strep
(43kDa); schwarze Pfeile = Dcp1 Komplexe, graue Pfeile = Dcp2 Komplexe.3 Ergebnisse 62
Tabak Mesophyll Protoplasten exprimiert (Abb. 3.12 A). Au￿er zwei schwachen Banden
(graue Pfeile) konnte nur ein Signal detektiert werden, das ￿ber die gesamte Spur verteilt
war. Da es sich bei Dcp2 um ein putatives RNA-Bindeprotein handelt, k￿nnte dieses
Laufverhalten durch die Bindung an mRNA mit unterschiedlicher Gr￿￿e hervorgerufen
werden. In ￿bereinstimmung mit dieser Interpretation f￿hrte eine RNAse Behandlung
der Proteinextrakte zu einem Verlust des Dcp2-Strep Signals auf dem nativen Gel, aber
nicht beim Nachweis nach SDS-PAGE (Abb. 3.12 B). Das fehlende Dcp2-Strep Signal
auf dem nativen Gel nach der RNAse Behandlung l￿￿t sich durch die physikalischen Ei-
genschaften von Dcp2-Strep erkl￿ren. W￿hrend das Dcp2-Strep in Komplex mit RNA
eine negative Nettoladung besitzt, hat es alleine einen basischen isoelektrischen Punkt
(Pi = 7,92) und kann nicht in der verwendeten nativen PAGE elektrophoretisch ge-
trennt werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass Dcp2 in Komplex mit RNA vorliegt. Im
Gegensatz dazu konnte kein Ein￿uss auf die Dcp1 Komplexe beobachtet werden. Die
Beobachtungen zeigen, dass der gr￿￿te Teil des Dcp1 und Dcp2 sich nicht in einem Kom-
plex be￿nden, allerdings k￿nnte auch f￿r diese Untersuchung die Koexpression weiterer
Proteine notwendig sein, wie es bereits in Abschnitt 3.3.2 erw￿hnt wurde.
Um diese Beobachtungen zu veri￿zieren, wurden die Proteine ￿ber eine HPLC Ana-
lyse untersucht (Abb. 3.12 C). Bei dieser Methode ist die Trennung der Komplexe un-
abh￿ngig von der Ladung. Auch hier zeigte sich, dass die Proteine in unterschiedlichen
Komplexen (rote Markierungen) zu ￿nden sind. F￿r Dcp2-Strep konnten zwei Komple-
xe unterschiedlicher Gr￿￿e beobachtet werden. Die beobachtete Verteilung von Dcp1
stimmt mit Gel￿ltrationsanalysen von Extrakten von S￿ugerzellen ￿berein, wohingegen
Daten f￿r Dcp2 bisher nicht ver￿￿entlicht wurden (Fenger-Grłn et al., 2005).
3.8 Subzellul￿re Lokalisation von endogenem Dcp1
Um zu untersuchen ob die vermuteten P-body-￿hnliche Strukturen in Arabidopsis thalia-
na durch den Antik￿rper gegen Dcp1 nachgewiesen werden k￿nnen, wurden Mesophyll3 Ergebnisse 63
Protoplasten, Zellkultur Protoplasten und Wurzelspitzen (Rindenparenchymzellen) vier
Tage alter Keimlinge verwendet (Abb. 3.13 A). In allen untersuchten Zelltypen konnte
Dcp1 detektiert werden. Bei den Keimlingen konnte das Dcp1 lediglich in den Wurzel-
spitzen detektiert werden, da mit der verwendeten Detektionsmethode der Antik￿rper
nicht in das ￿brige Gewebe eindringen konnte (Abb. 3.13 B). In dieser Arbeit wurde die
Lokalisation von Dcp1 im Wurzelgewebe ausschlie￿lich in den Rindenparenchymzellen
untersucht.
Bei der Lokalisationsanalyse des Dcp1 in Mesophyll Protoplasten, Zellkultur Protopla-
sten Rindenparenchymzellen wurde das Protein ausschlie￿lich im Zytoplasma detektiert.
Es konnte aber h￿u￿g eine Lokalisation in sehr kleinen zytoplasmatischen Foci beobach-
tet werden (Pfeile). Im Wurzelgewebe war die Foci Bildung deutlich geringer ausgepr￿gt.
Um die inhomogene Verteilung von Dcp1 zu verdeutlichen, wurde endogenes eIF2α als
ein gleichm￿￿ig im Zytoplasma verteiltes Protein in Mesophyll Protoplasten detektiert
(Abb. 3.13 C). Als Negativkontrolle wurde das Pr￿-Immunserum von Dcp1 verwendet,
mit dem kein Signal detektiert wurde (Abb. 3.13 A). Diese Ergebnisse zeigen, dass die-
se Foci ubiquit￿r gebildet werden. Dies ist auch zu erwarten, da der mRNA-Abbau ein
konstitutiver Prozess in der Zelle ist.
Um Erkenntnisse ￿ber die Ultrastruktur der zytoplasmatischen Strukturen zu er-
halten und um auszuschlie￿en, dass das Dcp1 in Organellen der Zelle lokalisiert, wur-
de versucht, das Dcp1 in verschiedenen Geweben (Zellkultur, Mesophyll Protoplasten,
Wurzelgewebe) von Arabidopsis thaliana ￿ber Immunogold-Detektionen in Immunein-
bettungen nachzuweisen. Es konnten jedoch keine Strukturen detektiert werden. Es
wurde weiterhin versucht, die Aggregate in verschiedenen Geweben unter Stressbedin-
gungen sowie unter Verwendung einer mRNA-Abbaumutante (siehe folgende Abschnitte
3.9 und 3.10) zu detektieren, in der diese Strukturen besonders gro￿ sind. Allerdings
war die Bindungsa￿nit￿t des Antik￿rpers f￿r diese Analysen nicht ausreichend, um
Strukturen nachzuweisen (Daten nicht dargestellt).3 Ergebnisse 64
Abbildung 3.13: Intrazellul￿re Lokalisation von endogenem Dcp1 in Arabidopsis thaliana.
(A) Dcp1 wurde in Mesophyll und Zellkultur Protoplasten sowie in Rindenparenchymzellen der
Wurzelspitze von vier Tage alten Keimlingen nachgewiesen. Pfeile markieren Akkumulationen
von Dcp1. Das Pr￿immunserum (α-pr￿-Dcp1) diente als Negativkontrolle. (B) ￿bersicht der
Dcp1 Detektion in vier Tage alten Arabidopsis thaliana Keimlingen. Der Nachweis erfolgte mit
der verwendeten Methode nur in den Wurzelspitzen (Pfeile). Die in der schematischen Darstel-
lung (modi￿ziert nach Malamy et al., 1997) eines L￿ngsschnitts (oben) sowie eines Querschnitts
(unten) der Prim￿rwurzel angegebene Linie, zeigt die Ebene an, in denen die Lokalisation von
Dcp1 untersucht wurde. C = Cotyledonen; S = Samen; H = Hypocotyl; W = Wurzel (C) Als
Kontrolle f￿r eine zytoplasmatische Verteilung wurde eIF2 α detektiert.3 Ergebnisse 65
Aus diesem Grund wurde Dcp1-Strep in Tabak Mesophyll Protoplasten detektiert,
dessen Lokalisation identisch zu GFP-Dcp1 war (Abb. 3.5 und Daten nicht dargestellt).
Mit dem Strep-Antik￿rper konnten elektronendichte zytoplasmatische und globul￿re
Strukturen detektiert werden (Abb. 3.14 A). Die Strukturen waren auch mit dem Dcp1
Antik￿rper nachweisbar (Daten nicht dargestellt). Mit Kenntnis der Strukturen konnten
diese schlie￿lich auch eindeutig in Ultrastruktur Analysen identi￿ziert werden (Abb. 3.14
B). Die Strukturen waren frei von Ribosomen und nicht von Membranen umschlossen.
Anhand der Ergebnisse l￿￿t sich ausschlie￿en, dass das Dcp1 in Organellen lokalisiert
ist.
Dieses Befunde zeigen, dass die vermeintlichen P-bodies bis jetzt nur durch ￿berex-
pression des Dcp1 detektierbar sind. Die beobachteten Strukturen zeigen jedoch keine
˜hnlichkeit zu den in S￿ugerzellen identi￿zierten P-bodies (Eystathioy et al., 2002). Es
gilt jedoch zu beachten, dass nicht bekannt ist, ob Dcp1-Strep eine ￿hnlich Dynamik wie
das GFP-Dcp1 (Abb. 3.5 B) aufweist. Es ist nicht auszuschlie￿en, dass es sich hierbei
um Strukturen handelt, die durch die ￿berexpression hervorgerufen werden. Allerdings
ist es ￿berraschend, dass die Strukturen nicht im endogenen Gewebe zu ￿nden sind.
Zwar war der Grund hierf￿r die zu geringe Bindungsa￿nit￿t des Antik￿rpers, jedoch
zeigten die in Abbildung 3.13 aufgef￿hrten Lokalisationsstudien, dass die Strukturen
sehr gro￿ und ubiquit￿r vorhanden sind. Auch die elektronenmikroskopischen Analy-
sen der P-bodies in S￿ugerzellen zeigten, dass die Strukturen gut kontrastierbar sind
(Eystathioy et al., 2002). Aus diesen Gr￿nden sollten sie sogar ohne Antik￿rper De-
tektion identi￿zierbar sein. Allerdings konnten in dieser Arbeit beziehungsweise auch in
zahlreichen vorhergehenden Arbeiten die Strukturen auch nicht in Ultrastrukuranalysen
in verschiedenen Geweben und unter verschiedenen Bedingungen gefunden werden. In
zuk￿nftigen Analysen sollte ein neuer Antik￿rper und m￿glicherweise eine modi￿zier-
te Kontrastierungsmethode zum Einsatz kommen. Erst dann lassen sich abschlie￿end
eindeutige Schl￿sse ￿ber die Ultrastruktur ziehen.3 Ergebnisse 66
Abbildung 3.14: Elektronenmikroskopische Analyse von Dcp1-Strep in Tabak Mesophyll
Protoplasten. (A) Immunogold Detektion von Dcp1-Strep mit Strep Antik￿rper und mit
18nm Gold-Partikel gekoppelten sekund￿ren Antik￿rpern. (B)Ultrastrukturanalyse von Dcp1-
Strep. Die identi￿zierten Dcp1 Strukturen sind mit Pfeilen gekennzeichnet. C-Chloroplast,
M-Mitochondrium, G-Golgi Apparat, V-Vakuole.
3.9 Dcp1-Foci sind P-bodies
Nach den vorliegenden Erkenntnissen aus Hefe und S￿ugerzellen sind P-bodies sehr
dynamische hochmolekulare Strukturen, die bei geringen St￿rungen im mRNA-Abbau
schnell ihre Gr￿￿e ver￿ndern (Sheth und Parker, 2003; Teixeira et al., 2005). Eine solche
St￿rung ￿ndet man in der xrn4-5 Mutante von Arabidopsis thaliana, mit einem knock-
out der Exoribonuklease Xrn4 durch eine T-DNA-Insertion (Kastenmayer und Green,
1998; Souret et al., 2004). Um den entscheidenden Hinweis zu erhalten, ob die endo-
genen Dcp1 Foci die P-bodies der P￿anzen darstellen, wurde diese Mutante in weitere
Analysen miteinbezogen. Wie erwartet konnte eine starke Vergr￿￿erung der Aggrega-
te in xrn4-5 Mesophyll Protoplasten beobachtet werden (Abb. 3.15; vergleiche 1 und
2). Da in der xrn4-5 Linie eine Akkumulation von diversen Transkripten beobachtet
werden konnte (Souret et al., 2004), deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die ver-
gr￿￿erten zytoplasmatischen Strukturen auf akkumulierte, f￿r den Abbau bestimmte
mRNA zur￿ckzuf￿hren ist.
Diese Beobachtungen weisen auch darauf hin, dass die Strukturen vom Verh￿ltnis aus3 Ergebnisse 67
Abbildung 3.15: Intrazellul￿re Lokalisation von endogenem Dcp1 nach Cycloheximidbehand-
lung in Wildtyp und xrn4-5 Arabidopsis Mesophyll Protoplasten. Die Zellen wurden f￿r 15
Minuten mit Cycloheximid (100 µg/ml) oder mit Wasser behandelt. Pfeile zeigen Dcp1 Foci
an. Ma￿stab=10 µm.
Zu￿uss von mRNA und deren Abbau abh￿ngig sind. Um diese Interpretation zu bekr￿f-
tigen, wurden die Protoplasten mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid behandelt,
der die Translokationsreaktion an den Ribosomen blockt und die mRNA in Polysomen
stabilisiert. Somit reduziert sich die Menge an freier mRNA und sollte zur Reduktion
der Gr￿￿e der Dcp1 Foci f￿hren, wenn es sich dabei um aktive mRNA-Abbauzentren
handelt. Im Gegensatz dazu sollten sich die Strukturen vergr￿￿ern, wenn es sich dabei
nur um Speicherorte von mRNA-Abbau Proteinen handelt. W￿hrend die Behandlung
der Wildtyp Protoplasten zu keiner erkennbaren Ver￿nderung f￿hrte, da die Struktur-
en bereits unter Kontrollbedingungen sehr klein sind (Abb. 3.15; vergleiche 1 und 3),
konnte bei den xrn4-5 Protoplasten eine deutliche Reduktion der Anzahl und Gr￿￿e
der Dcp1 Foci beobachtet werden (Abb. 3.15; vergleiche 2 und 4). Die Beobachtungen
zeigen, wie auch schon in Abb. 3.5 gezeigt, dass die Dcp1 Strukturen dynamisch sind3 Ergebnisse 68
und deren Gr￿￿e direkt vom Status der Translationsmaschinerie abh￿ngt. Dies zeigt,
dass die Strukturen nicht-translatierte mRNA f￿r die Assemblierung ben￿tigen. Die Be-
obachtungen mit der xrn4-5 Line sowie die Ergebnisse der Cycloheximid Behandlung
decken sich mit Beobachtungen in Hefe und S￿ugerzellen (Sheth und Parker, 2003; Cou-
got et al., 2004; Teixeira et al., 2005). Dies zeigt, dass die p￿anzlichen Dcp1-haltigen
Strukturen gro￿e ˜hnlichkeit zu den P-bodies aufweisen. Sie werden im folgenden auch
so bezeichnet.
3.10 P-bodies reagieren auf Stress
Die bei der Lokalisationsanalyse von GFP-Dcp1 beobachtete Akkumulation lieferte erste
Hinweise, dass die Bildung der P-bodies durch Stress beein￿usst wird (Abb. 3.5). Um
den Ein￿uss von Stress n￿her zu untersuchen, wurden die P-bodies in Wurzelgewebe
von vier Tage alten Wildtyp und xrn4-5 Keimlingen unter anoxischen Bedingungen
und Hitzestress untersucht. Die anoxischen Bedingungen f￿r vier Tage f￿hrten zu einem
deutlich reduzierten Wachstum in beiden Linien (Daten nicht dargestellt).
Unter Kontrollbedingungen konnten im Wildtyp nur selten P-bodies beobachtet wer-
den, wohingegen diese in der xrn4-5 Mutante deutlich erkennbar waren (Abb. 3.16;
vergleiche A und B). Unter anoxischen Bedingungen dagegen konnten auch P-bodies
im Wildtyp beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wies die Mutante deutlich gr￿￿ere
P-bodies auf (Abb. 3.16; vergleiche C und D). Da durch anoxische Bedingungen un-
ter anderem der mRNA-Abbau verlangsamt und die Translation von Haushalts mRNA
verringert wird, mu￿ man eine Vergr￿￿erung der P-bodies erwarten.
˜hnliche Auswirkungen auf die Translation hat Hitzestress, der zur Deassemblierung
von Polyribosomen und zur Reduktion der Translation von nicht-Hitzeschock mRNA
f￿hrt (Storti et al., 1980; Lin et al., 1984). Wie erwartet konnte mit dieser Stressqualit￿t
bereits im Wildtyp eine P-body Bildung beobachtet werden, ￿berraschenderweise aber
nicht in Zellen der xrn4-5 Mutante (Abb. 3.16 vergleiche E und F). Diese Beobachtung3 Ergebnisse 69
Abbildung 3.16: P-bodies werden durch Stress beein￿usst. Wildtyp und xrn4-5 Keimlinge
wurden unter Kontrollbedingungen oder anoxischen Bedingungen f￿r vier Tage angezogen. F￿r
die Hitzestressbehandlung wurden unter Kontrollbedingungen angezogene Keimlinge f￿r 30 Mi-
nuten bei 41◦C gestresst. P-bodies wurden durch Detektion von Dcp1 in Rindenparenchymzellen
analysiert. Pfeile = P-bodies. Ma￿stab=7,5 µm.
ist nur schwer zu erkl￿ren, jedoch deuten die Ergebnisse auf eine wichtige Funktion von
Xrn4 f￿r die P-body Bildung unter Hitzestress hin.
Um n￿here Informationen ￿ber die Kinetik der P-body Bildung unter Hitzestress
zu erhalten, wurden Wildtyp Keimlinge einem konstantem Hitzestress beziehungsweise
einem kurzen Hitzestress von 15 Minuten ausgesetzt (Abb. 3.17). Anhand der Ergebnisse
wird deutlich, dass die Bildung der P-bodies unter konstantem Hitzestress deutlich
st￿rker ausgepr￿gt ist. In beiden F￿llen war die Bildung der P-bodies nach 30 Minuten
am Maximum und es konnte schlie￿lich keine weitere Ver￿nderung beobachtet werden.3 Ergebnisse 70
Abbildung 3.17: Kinetik der P-body Entstehung unter Hitzestress. Wildtyp Keimlinge wurden
dem angegebenen Hitzestressregime unterzogen und zu den angegebenen Zeiten ￿xiert. Zur Un-
tersuchung der P-bodies wurde Dcp1 in Rindenparenchymzellen detektiert. Ma￿stab=7,5 µm.
3.11 P-bodies, RNA Stressgranula und Hitzestressgranula
Die Hitzestressantwort der P￿anzen ist vorallem durch die massive Synthese von Hit-
zestressproteinen charakterisiert, die zur Bildung von sogenannten Hitzestressgranula
(HSG) im Zytoplasma f￿hren (Nover et al., 1983, 1989). Diese gro￿en zytoplasmati-
schen Chaperonkomplexen (40nm Partikel), dienen der Speicherung und R￿ckfaltung
denaturierter Proteine. In Zusammenarbeit mit Dr. M. Fauth konnten weiterhin bei
Untersuchungen von Lycopersicon peruvianum Zellkulturen sowie Arabidopsis thaliana
und Nicotiana plumbaguinifolia nach einer kurzen Stressphase zytoplasmatische Struk-
turen identi￿ziert werden, die analog zu den Stress Granula (siehe Abschnitt 1.8) der
S￿ugerzellen sind, und mRNA-Speicherkompartimente darstellen, die als RNA-Stress-
granula (RSG) bezeichnet werden. In diesen Strukturen konnte ebenfalls wie in den SG
der S￿ugerzellen Translationsinitiationsfaktoren und polyA mRNA detektiert werden,3 Ergebnisse 71
Abbildung 3.18: Kolokalisationsanalyse von Markerproteinen der P-bodies und RNA Stress-
granula in Tabak Mesophyll Protoplasten. Die Bildung der PB (GFP-Dcp1) und RSG (UBP-
Strep, α-Strep) wurde durch das angegebene Hitzestressregime induziert. Pfeile = P-bodies
beziehungsweise RSG; breite Pfeilk￿pfe = Nukleus. Ma￿stab=10 µm.
sowie zwei RNA-Bindeproteine (Ubp1 und Rbp47) (Lambermon et al. 2000; Lorkovic et
al., 2000), die Homologe von TIA-1 sind. An dieser Stelle stellt sich die Frage, ob es sich
bei den HSGs, RSGs und PB um identische Strukturen handelt, oder ob sie verschiedene
Kompartimente sind, die aber in einer direkten Verbindung zueinander stehen.
Um m￿gliche Beziehungen der PB zu den HSG und RSG direkt zu untersuchen, wur-
den Kolokalisationsstudien mit Markern f￿r die jeweiligen Strukturen durchgef￿hrt. F￿r
die Kolokalisationsanalyse der RSG und PB wurde UBP-Strep (RSG) mit GFP-Dcp1
(PB) in Tabakprotoplasten koexprimiert. Um die Bildung der RNA Stressgranula zu
induzieren wurden die Tabakprotoplasten f￿r 30 Minuten bei 41◦C inkubiert. In ￿ber-
einstimmung mit der Funktion in der mRNA-Reifung ist UBP-Strep unter Kontrollbe-3 Ergebnisse 72
dingungen im Nukleus lokalisiert, wohingegen die P-bodies im Zytoplasma beobachtet
werden k￿nnen (Abb. 3.18). Im Gegensatz dazu akkumuliert UBP-Strep unter Stressbe-
dingungen in zytoplasmatischen RSG, die sich deutlich in Form, Gr￿￿e und Lokalisation
von den P-bodies unterscheiden. Allerdings konnte in einigen F￿llen eine r￿umliche N￿-
he beobachtet werden. Dies deutet auf eine funktionelle Beziehung der Strukturen hin.
Zusammen zeigen diese Beobachtungen, dass es sich bei den RSG und PB um unter-
schiedliche Mikrokompartimente handelt und die Bildung der PB unabh￿ngig von der
Bildung der RSG ist.
Die HSG ben￿tigen f￿r ihre Bildung die Neusynthese von Hsp und treten somit sp￿ter
in der Hitzestressantwort auf. F￿r die Untersuchung der Beziehung zwischen PB mit
HSG wurde die Hsp Synthese durch eine Pr￿-Induktion mit einem kurzen Hitzestress
(15min, 41◦C) induziert. Um die Bildung der HSG zu verst￿rken, wurden die Tabak-
protoplasten nach einer Erholungsphase von drei Stunden nochmals f￿r zwei Stunden
(2h, 41◦C) einer Hitzestressbehandlung unterzogen. F￿r die Detektion der HSG diente
endogenes Hsp17CI als Marker. Unter Kontrollbedingungen war Hsp17CI nicht de-
tektierbar, jedoch konnten die P-bodies beobachtet werden. Unter Stressbedingungen
konnte Hsp17CI in wenigen, gro￿en zytoplasmatischen Aggregaten detektiert werden
(Abb. 3.19 A). Allerdings konnte keine Kolokalisation mit PB oder eine deutliche r￿um-
liche N￿he der Strukturen beobachtet werden. Diese Beobachtungen zeigen, dass es sich
um voneinander unabh￿ngige Strukturen handelt, die scheinbar nicht miteinander in
Wechselwirkung treten.
Um auszuschlie￿en, dass es sich bei den HSG und RSG um identische Strukturen
handelt, wurde auch eine Kolokalisation von Markerproteinen dieser beiden Strukturen
durchgef￿hrt (Abb. 3.19 B). Die Kolokalisationsanalyse zeigt, dass es sich bei den HSG
und RSG um unterschiedliche Mikrokompartimente handelt. Interessanterweise konnten
auch hierbei h￿u￿g eine r￿umliche N￿he der Strukturen festgestellt werden.3 Ergebnisse 73
Abbildung 3.19: Kolokalisationsanalyse von Markerproteinen der P-bodies und RNA Stress-
granula beziehungsweise Hitzestressgranula in Tabak Mesophyll Protoplasten. Die Bildung der
PB (GFP-Dcp1), RSG (UBP-Ha, α-Ha) beziehungsweise HSG (Hsp17CI, α-Hsp17CI) wurde
durch das angegebene Hitzestressregime induziert. (A) Kolokalisation von PB und HSG. (B)
Kolokalisation von RSG und HSG. Pfeile = P-bodies, RSG, HSG; breite Pfeilk￿pfe = Nukleus.
Ma￿stab=10 µm.3 Ergebnisse 74
Zusammen zeigen diese Befunde erstmals, dass w￿hrend der Hitzestressantwort die
zellul￿ren Prozesse wie mRNA-Abbau, mRNA-Speicherung und Aufrechterhaltung der
Proteinhom￿ostase auf einzelne Mikrokompartimente beschr￿nkt sind, die jedoch teil-
weise in einer r￿umlichen und m￿glicherweise auch funktionellen Beziehung zueinander
stehen. Vorallem deutet die Bildung der P-bodies unter Hitzestress auf eine wichtige
Rolle des mRNA-Abbaus unter diesen Bedingungen hin.4 Diskussion
Durch Studien in Hefe und S￿ugerzellen wurden zwei Haupt mRNA-Abbauwege identi-
￿ziert. Beide Wege sind innerhalb der Eukaryonten stark konserviert. Das au￿allendste
Charakteristikum des 5’-3’ mRNA Abbau ist die Akkumulation der am Abbau betei-
ligten Proteine in zytoplasmatischen processing bodies (P-bodies). Erste Hinweise auf
eine Konservierung der entsprechenden mRNA-Abbau Mechanismen in P￿anzen lieferte
die Analyse der 5’-3’Exoribonukleasen Xrn2-4 (Kastenmayer et al., 1998; Souret et al.,
2004).
In der vorliegenden Arbeit wurden im Genom von Arabidopsis thaliana Genom Gene
identi￿ziert, die f￿r Dcp1, Dcp2 und den LSms kodieren (Abb. 3.1, 3.2, 3.3). Die in
dieser Arbeit durchgef￿hrten Analysen haben gezeigt, dass es sich bei den identi￿zierten
Proteinen, neben der Exoribonuklease Xrn4, um Komponenten des 5’-3’mRNA-Abbaus
handelt, die in zytoplasmatischen Strukturen lokalisieren. Diese Strukturen konnten
schlie￿lich durch weitere Charakterisierung als p￿anzliche P-bodies identi￿ziert werden:
1. Lokalisations Studien zeigen, dass die Proteine in hochdynamischen zytoplasma-
tischen Foci zu ￿nden sind, wobei im Fall von Dcp2 und den LSm Proteinen die
Strukturbindung nur transient ist (Abb. 3.5, 3.9). Diese Befunde stimmen mit Er-
gebnissen entsprechender Studien in Hefen und S￿ugerzellen ￿berein (Sheth und
Parker, 2003; van Dijk et al., 2002; Ingel￿nger et al., 2002; Lykke-Andersen, 2002;
Cougot et al., 2004, Bashkirov et al., 1997; Eystathioy et al., 2002).
2. Zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen zwischen den untersuchten Proteinen
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wurden identi￿ziert (Abb. 3.7, 3.9). Die meisten der beobachteten Interaktionen
sind identisch mit den Interaktionen der homologen Proteine aus Hefe und S￿uger-
zellen (He und Parker, 2000; Fromont-Racine et al., 2004; Lehner und Sanderson,
2004). Es handelt sich o￿ensichtlich um konservierte Komponenten bei allen Eu-
karyonten.
3. Die Befunde der BIFC-Analyse fasst die beiden vorausgegangenen Ergebnisse zu-
sammen. Die Interaktionen zwischen den untersuchten Proteinen fanden haupt-
s￿chlich in zytoplasmatischen Foci statt (Abb. 3.9).
Das komplexe Interaktionsnetzwerk zwischen den untersuchten Proteinen liefert einen
eindeutigen Hinweis auf eine Beteiligung dieser Proteine in gemeinsamen zellul￿ren Pro-
zessen. Besonders die Akkumulation und Interaktion der Proteine in zytoplasmatischen
Foci sowie die Gegenwart der 5’-3’Exoribonuklease zeigen eindeutige Analogien zu den
P-bodies der Hefen und S￿ugerzellen. Diese Interpretation wird vor allem durch die
Publikation von Xu et al. (2006) bekr￿ftigt. Die Autoren konnten zeigen, dass die De-
capping Aktivit￿t in Arabidopsis thaliana von einem Komplex aus Dcp2, Dcp1 und
Varicose (Homolog von Hedls) durchgef￿hrt wird. Dabei ist Dcp2 und dessen Nudix
Dom￿ne verantwortlich f￿r die enzymatische Aktivit￿t, wohingegen Dcp1 und Varicose
mit dem Dcp2 interagieren und die Decapping Reaktion verst￿rken und m￿glicherweise
f￿r die Assemblierung des Komplexes verantwortlich sind (Xu et al., 2006). In der Arbeit
von Xu et al. (2006) konnte auch eine Kolokalisation von Dcp1 und Dcp2 in Foci beob-
achtet werden. Dieser Nachweis war in der vorliegenden Arbeit nur unter Verwendung
des BIFC Systems m￿glich, das transiente Interaktionen stabilisiert. Diese Unterschie-
de sollten nicht ￿berbewertet werden, weil unterschiedliche Expressionssysteme (hier
Tabakprotoplasten; dort Bl￿tter, die ￿ber Vakuumin￿ltration mit Agrobacterium tume-
faciens in￿ziert wurden) verwendet wurden.4 Diskussion 77
4.1 Nachweis von endogenem Dcp1 in Arabidopsis thaliana
Unter Verwendung des Dcp1 Antik￿rper, der die Detektion der endogenen P-bodies in
Arabidopsis thaliana erm￿glichte, konnten zum ersten Mal Hinweise auf eine Funkti-
on dieser Strukturen am mRNA-Abbau erbracht werden. So zeigte die Detektion von
Dcp1 in der xrn4-5 Mutante stark vergr￿￿erte P-bodies (Abb. 3.15). Da Xrn4 die ein-
zige bekannte zytoplasmatische 5’-3’ Exoribonuklease von Arabidopsis thaliana ist, ist
die Vergr￿￿erung der P-bodies auf eine Akkumulation von mRNA zur￿ckzuf￿hren, die
f￿r den mRNA-Abbau bestimmt waren (Kastenmayer et al., 1998; Souret et al., 2004).
Zwar l￿sst sich nicht zweifelsfrei ausschlie￿en, dass diese Mutation sich lediglich auf
die Lokalisation von Dcp1 auswirkt, jedoch haben Lokalisationsstudien in Hefemutan-
ten gezeigt, dass alle P-body Komponenten (zum Beispiel Dcp1, Dcp2, Xrn4, Dhh1)
als Marker f￿r den Zustand der P-bodies dienen k￿nnen (Sheth and Parker, 2003).
Weiterhin stimmen diese Beobachtungen mit Analysen von 5’-3’mRNA-Abbau Mu-
tanten in Hefe ￿berein, die zeigten, dass die Blockierung der Decappingreaktion oder
nachfolgender Schritte zur Vergr￿￿erung der P-bodies aufgrund der Akkumulation von
mRNA-Abbauintermediaten f￿hren (Sheth and Parker, 2003).
Zwei Beobachtungen zeigen, dass die Gr￿￿e der p￿anzlichen P-bodies, wie in Hefe
und S￿ugerzellen, von untranslatierter mRNA abh￿ngig ist. So f￿hrte die Behandlung
mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid, der mRNA in den Polysomen stabilisiert
und somit die Decappingreaktion blockiert oder verlangsamt (Beelmann und Parker,
1994), zur deutlichen Reduktion der Anzahl und Gr￿￿e der P-bodies (Abb. 3.15). Eine
Blockierung des mRNA-Abbaus durch die Behandlung mit Cycloheximid konnte auch
in P￿anzen beobachtet werden. Die Behandlung mit Cycloheximid f￿hrte zur Akku-
mulation von mRNA mit intakter Kappenstruktur (Xu et al., 2006). Im Gegensatz zu
Cycloheximid f￿hrte der Ein￿uss von Stress zu einer massiven Freisetzung von mRNA
aus dem Polysomenverband und zur Vergr￿￿erung der P-bodies (Abb. 3.15, 3.16, 3.5).
Diese Beobachtungen zeigen auch, dass die Gr￿￿e der P-bodies vom Verh￿ltnis aus4 Diskussion 78
mRNA-Zu￿uss und mRNA-Abbau abh￿ngig ist. Das heisst, dass alle Bedingungen, die
die Translationskapazit￿t einer Zelle verringern und somit die Menge an freier und un-
translatierter mRNA erh￿hen, oder Bedingungen, die eine Reduktion oder Blockierung
des mRNA-Abbaus zur Folge haben, zu einer Vergr￿￿erung der P-bodies f￿hren (Abb.
4.1).
4.2 Das Interaktionsnetzwerk
Die Verwendung der BIFC Analyse erm￿glichte, detailierte Informationen ￿ber das In-
teraktionsnetzwerk der untersuchten Proteine und den Ort der Interaktionen zu erhal-
ten (Abbildung 3.7, 3.9, 3.10). Die meisten der beobachteten Interaktionen entsprachen
denen aus anderen Organismen bekannten Interaktionen. Es wurden nur wenige neue
Interaktionen detektiert. Es k￿nnte sein, dass sich innerhalb der P￿anzen neue Protein-
interaktionen w￿hrend der Evolution entwickelt haben. Allerdings ist aufgrund der zu
geringen Stringenz der Methode nicht auszuschlie￿en, dass einige der Interaktionen kei-
ne direkten Protein-Protein Interaktionen darstellen, sondern durch Vermittlung einer
weiteren Komponente wie mRNA oder einem anderen Protein erm￿glicht wurde (siehe
Abschnitt 3.5).
Besonders interessant waren die Lokalisationen, die bei den jeweiligen Interaktionen
der Proteine beobachtet werden konnten. Diese Interaktionen waren entweder mit ei-
ner dispersen nukleo-zytoplasmatischen Verteilung oder mit P-bodies verbunden. Es
gab keine Interaktion, die beide Lokalisationen zeigte. Besonders interessant sind die
Lokalisationen der Interaktionen zwischen LSms und Dcp2, die nur au￿erhalb der P-
bodies stattfanden. Da diese Proteine aber auch in P-bodies lokalisiert waren, wie durch
die Interaktion mit Dcp1 zu sehen war, deuten diese Ergebnisse daraufhin, dass be-
stimmte Interaktionen zwischen Proteinen an einen bestimmten Status der mRNA-
Abbaumaschinerie gebunden sind (Abb. 4.2). M￿glicherweise zeigen die Interaktionen
von LSms mit Dcp2 einen fr￿hen Schritt bei der ￿berf￿hrung der mRNA von dem4 Diskussion 79
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Abbildung 4.1: Ein￿uss der Translations- und Abbaurate auf die Gr￿￿e der P-bodies. (A)
Unter normalen Bedingungen steht der In￿ux von mRNA zu den P-bodies und der E￿ux aus
den P-bodies im Gleichgewicht. (B) Bedingungen, die den In￿ux in die P-bodies reduzieren
(z.B. Cycloheximid) f￿hren zur Verminderung der Gr￿￿e und Anzahl der P-bodies. Die P-
bodies werden dagegen gr￿￿er, wenn (C) die Translationskapazit￿t in der Zelle verringert ist
(z.B. w￿hrend Hitzestress) oder (D) die Abbaurate herabgesetzt ist (Mutation eines am Abbau
beteiligten Proteins).4 Diskussion 80
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Abbildung 4.2: Modell der mittels BIFC beobachteten Protein-Protein Interaktionen. Be-
stimmte Interaktionen zwischen den Proteinen k￿nnten an einen bestimmten Status der mRNA-
Abbaumaschinerie gebunden sein.
translatierten Zustand in den nicht-translatierten Zustand. In ￿bereinstimmung mit
dieser Interpretation konnte in Hefe gezeigt werden, dass der Lsm1-7 Komplex an fr￿-
hen Prozessen des mRNA-Abbaus beteiligt ist (Tharun und Parker, 2001). Dagegen
stellen die Interaktionen in den P-bodies sehr warscheinlich einen der letzten Schrit-
te des mRNA Abbaus dar. Besonders die Interaktion des Dcp1 mit dem Dcp2, die
nur in P-bodies auftrat, deutet darauf hin, dass sich der vollst￿ndige Decappingkom-
plex erst in den P-bodies bildet. Diese Untersuchungen m￿ssen allerdings noch mit Co-
Immunopr￿zipitationsstudien komplementiert werden, bei denen gleichzeitig der Status
der mRNA analysiert wird.
4.3 Vorteile der mRNA-Prozessierung in P-bodies
Die Kompartimentierung von zellul￿ren Prozessen beziehungsweise Reaktionen ist ei-
ne generelle Strategie, die in jedem Organismus zu ￿nden ist. Beispiele daf￿r sind der
Einschlu￿ von funktionell verbunden Enzymen in der gleichen Membran oder der Ein-
schluss in Organellen. Der Vorteil davon ist die Konzentrierung von Molek￿len, die
miteinander in Wechselwirkung treten, und somit die Di￿usionsgeschwindigkeiten nicht
mehr Geschwindigkeit bestimmend sind. Trotz der prinzipiellen Vorteile der Kompar-
timentierung ist es wahrscheinlich, dass weitere Vorteile mit der Strukturbindung des4 Diskussion 81
mRNA-Abbaus in P-bodies verbunden sind. Mehrere M￿glichkeiten sind dabei denkbar.
Zum einen k￿nnte die Kompartmentierung daf￿r sorgen, dass die Abbaumaschinerie von
den funktionellen mRNAs ferngehalten wird. Somit k￿nnte ein vorzeitiger Abbau von
mRNA verhindert werden. Dieser Schutzmechanismus k￿nnte auch noch dadurch un-
terst￿tzt werden, dass die Abbauenzyme erst aktiv werden k￿nnen, wenn sie sich in den
P-bodies assembliert haben. Weiterhin bietet die Regulation des mRNA Zu￿usses zu den
P-bodies eine weitere M￿glichkeit, den Abbau, neben der Regulation der eigentlichen
enzymatischen Schritte, zu kontrollieren.
4.4 Assemblierung der P-bodies
Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zeigten, dass die Gr￿￿e und Anzahl der
P-bodies im wesentlichen von untranslatierter mRNA abh￿ngt. Dabei stellt sich die
Frage, ob es sich bei den P-bodies um dynamische und konstitutiv vorhandene Kom-
partimente handelt, die lediglich durch die Blockade des mRNA-Abbaus oder durch
St￿rung des mRNA-Metabolismus sichtbar werden, oder ob sie de novo gebildet wer-
den. Diese Frage konnte bisher noch nicht abschlie￿end gekl￿rt werden. Aufgrund der
sehr hohen Dynamik l￿￿t sich jedoch ausschlie￿en, dass die P-body Bildung eine Neu-
synthese von Proteinen erfordert. Es w￿re denkbar, dass die Aggregation der mRNAs
von speziellen Proteinen vermittelt wird, die mehrere RNA-Bindedom￿nen besitzen und
somit die mRNAs zusammenhalten. Alternativ k￿nnte die P-body Bildung durch spezi-
elle mRNA-Bindeproteine hervorgerufen werden, die anschlie￿end ￿ber Protein-Protein-
Wechselwirkungen die mRNAs zusammenhalten. Dieser zweite Mechanismus konnte
zum Beispiel f￿r die Bildung der Stress Granula in S￿ugerzellen beobachtet werden. Die
Bildung der Stress Granula ist dabei abh￿ngig von dem mRNA-Bindeprotein TIA-1.
Das Protein besitzt neben drei RNA-Bindedom￿nen eine Glutatminreiche Prion-artige
Dom￿ne, die f￿r die Selbstaggregation des Proteins und damit f￿r die Stress Granula
Bildung verantwortlich ist (Kedersha et al. 2000; Gilks et al. 2004).4 Diskussion 82
Eine weiterhin o￿ene Frage ist, ob die Bildung der P-bodies notwendig f￿r den 5’-
3’mRNA-Abbau ist, oder ob der Abbau auch ohne beziehungsweise au￿erhalb der P-
bodies statt￿nden kann. Erste Hinweise dazu stammen aus Experimenten mit S￿uger-
zellen, bei denen die Bildung von P-bodies durch die Verarmung von GW182 (Hedls/
Varicose), einem essentiellen Protein f￿r die Assemblierung des Dcp1/2 Komplexes und
Bildung der P-bodies, verhindert wurde und anschlie￿end die RNAi Aktivit￿t unter-
sucht wurde. Es zeigte sich, dass der Verlust der P-bodies auch zum Ausfall des RNAi
vermittelten mRNA-Abbaus f￿hrte (Jakymiw et al., 2005; Liu et al., 2005).
4.5 Rolle des 5’-3’mRNA-Abbaus in P￿anzen
In Eukaryonten wird mRNA entweder ￿ber 5’-3’mRNA-Abbau oder 3’-5’mRNA-Abbau
(Exosom-vermittelter Abbau) abgebaut. Untersuchungen in Hefe deuten an, dass der
5’-3’mRNA-Abbau den Hauptweg darstellt (Cao und Parker, 2001; Jacobs Anderson
und Parker, 1998; Muhlrad et al., 1995). Diese Interpretation deckt sich auch mit der
Beobachtung, dass Hefe xrn1 Mutanten vielf￿ltige Defekte wie zum Beispiel Reduktion
der Sporen Lebensf￿higkeit, Abbruch der Meiose und verlangsamtes Wachstum aufwei-
sen (Larimer und Stevens, 1990). F￿r die Xrn1 Exoribonuklease aus Caenorhabtidis
elegans konnte ebenfalls eine wichtige Rolle in der Entwicklung des Embryos nachge-
wiesen werden (Newbury und Woolard, 2004).
Mittlerweile wurden auch in mehreren Studien Mutanten der 5’-3’Exoribonuklease
Xrn4 von Arabidopsis thaliana isoliert (Gazzani et al., 2004; Souret et al., 2004; Olme-
do et al., 2006; Potuschak et al., 2006). Interessanterweise konnten bei diesen Studien
keine au￿￿lligen Ph￿notypen beobachtet werden. Das stimmt aber nur bedingt. Un-
sere vorl￿u￿gen Untersuchungen zeigen, dass schwerwiegende Defekte beim Wachstum
auftreten, wenn man die xrn4-5 Mutante auf MS-Medium anzieht (Abb. 4.3). Sehr
wahrscheinlich handelt es sich dabei um einen pleiotropen E￿ekt, der wahrscheinlich
durch eine Akkumulation von bestimmten Transkripten unter diesen speziellen Bedin-4 Diskussion 83
Abbildung 4.3: Ph￿notyp der xrn4-5 Linie im Vergleich zum Wildtyp beim Wachstum auf
MS-Medium. Die xrn4-5 Mutante war deutlich langsamer im Wachstum und hatte au￿￿llig
missgebildete Bl￿tter mit h￿u￿ger Akkumulation von Anthocyanen (Pfeile). (A-B) Ph￿notypen
nach sieben Wochen unter Kurztagbedingungen. (C-D) Blatt Ph￿notypen: obere Reihe = Blatt-
oberseite, untere Reihe = Blattunterseite.
gungen hervorgerufen wurde, die entsprechend eine St￿rung von essentiellen Prozessen
in der Zelle zur Folge haben.
Die Abwesenheit von au￿￿lligen Ph￿notypen unter normalen Bedingungen korreliert
mit den Ergebnissen von Microarray Analysen der Xrn4 Mutanten. So konnte kein mas-
siver E￿ekt auf die Transkriptlevel beobachtet werden (Souret et al., 2004). Somit w￿rde
sich auch erkl￿ren, weshalb der Verlust des Xrn4 nicht lethal ist. Allerdings kann nicht
ausgeschlossen werden, dass in Arabidopsis thaliana der Abbau der mRNAs teilweise
durch die nukle￿r lokalisierten Exroribonukleasen Xrn2,3 oder auch dem Exosom ersetzt
werden kann.
Neue Erkenntnisse bez￿glich der Fragestellung nach der Rolle des 5’-3’mRNA-Abbaus
konnten nun durch die Analyse der Decapping Mutanten (dcp1, dc2, vcs) erhalten4 Diskussion 84
werden (Xu et al., 2006). Diese Mutanten wiesen alle schwerwiegende Defekte in der
postembryonalen Entwicklung auf, die schlie￿lich lethal waren. Die Autoren berich-
ten ￿ber fehlgebildete Blattadern und Kotyledonen, verk￿rzte Wurzeln und Hypokoty-
le. In ￿bereinstimmung mit diesen Ergebnissen wiesen auch in dieser Arbeit erstellte
RNAi Knock-down Linien von Dcp2 Fehlbildungen der Bl￿tter und Zwergwuchs auf
(Gan￿mann, 2006; Diplomarbeit). Diese schwerwiegenden Defekte liefern nun eindeu-
tige Hinweise, dass der 5’-3’mRNA-Abbau eine essentielle physiologische Funktion in
Arabidopsis thaliana besitzt. Es w￿re wichtig zu ￿berpr￿fen, wie sich diese Mutationen
auf die P-body Bildung auswirken.
4.6 Substrate der P-bodies
Die in der xrn4-5 Mutante vergr￿￿erten P-bodies wurden vermutlich durch die Akku-
mulation von mRNA hervorgerufen, die f￿r den Abbau bestimmt waren. Diese Beob-
achtungen f￿hren zu der Frage, ob sich mRNA-Abbauintermediate in diesen Strukturen
nachweisen lassen. Dies ist bisher nur in Hefe durch die Insertion von polyG Abschnit-
ten in Reporter mRNAs gelungen. Diese blockieren die 5’-3’Exoribonuklease durch die
Bildung von Sekud￿rstrukturen und erm￿glichen so die Beobachtung von Abbauinter-
mediaten (Sheth and Parker, 2003). Dieses ist bisher bei anderen Eukaryonten nicht
gelungen, da sie m￿glicherweise eine zus￿tzliche Helikase Aktivit￿t besitzen, die die
Prozessierung dieser mRNAs durch die Exoribonuklease trotz der polyG Abschnitte er-
m￿glichen (Kastenmayer et al., 2000). In P￿anzen konnte bisher auch keine nat￿rliche
Akkumulation von Abbauintermediaten beobachtet werden (Abler and Green, 1996).
Allerdings k￿nnte diese Problematik umgangen werden, wenn man die xrn4-5 Mutante
f￿r solche Analysen verwendet. ￿ber Microarray Analysen konnten Transkripte identi-
￿ziert werden, die Substrate des Xrn4 darstellen und in dieser Mutante akkumulieren.
Versuche, diese Substrate in den P-bodies mit Hilfe des MS2-Systems nachzuweisen,
sind jedoch bisher fehlgeschlagen.4 Diskussion 85
Es ist anzunehmen, dass neben dem normalen 5’-3’mRNA-Abbau auch spezielle
mRNA-Abbaumechanismen in den P-bodies statt￿nden. So konnten ￿ber Microarray
Analysen der xrn4-5 Mutante unter den akkumulierten mRNAs einige durch miRNA
regulierte mRNAs identi￿ziert werden. M￿glicherweise ist Xrn4 f￿r den Abbau des
3’Schneideprodukts, das aus dem miRNA vermittelten Schneiden resultiert, verant-
wortlich, w￿hrend das 5’ Ende durch das Exosom abgebaut werden kann (Abb. 1.2).
Damit deutet sich an, dass die Vergr￿￿erung der P-bodies auch durch die Akkumulati-
on von mRNA, die durch miRNA-vermittelten Abbau abgebaut werden, hervorgerufen
wurde. In ￿bereinstimmung mit dieser Interpretation wurden in P-bodies der S￿uger-
zellen Komponenten des RISC Komplex nachgewiesen (Liu et al., 2005; Sen und Blau,
2005; Pillai et al., 2005).
In Hefen und S￿ugerzellen konnte auch der Abbau fehlerhafter mRNA (nonsense-
mediated decay, NMD) in den P-bodies nachgewiesen werden. Zum einen konnte die
fehlerhafte mRNA als auch Komponenten dieses Mechanismus wie zum Beispiel UPF1-
3 in den P-bodies nachgewiesen werden (Unterholzner und Izaurralde, 2004; Fukuhara
et al., 2005; Sheth und Parker, 2006). Aufgrund der ˜hnlichkeiten zu den P-bodies aus
Hefe und S￿ugerzellen ist auch zu erwarten, dass zuk￿nftig solche mRNA Prozesse in
den p￿anzlichen P-bodies identi￿ziert werden.
4.7 P-bodies und ihre Rolle unter Stressbedingungen
In dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass Stress zu einer Vergr￿￿erung der P-
bodies f￿hrt. Dies deutet auf eine wichtige Rolle der P-bodies w￿hrend der Stressant-
wort hin (Abb. 3.5, 3.17, 3.16). In Hefe konnte ebenfalls unter verschiedenen Stressbe-
dingungen wie osmotischer Stress, UV-Licht und Glucose Mangel eine Vergr￿￿erung
der P-bodies beobachtet werden (Teixeira et al., 2005). Zwar wurde kein E￿ekt unter
Hitzestress beobachtet, jedoch ist dabei anzumerken, das der gew￿hlte Hitzestress von
37◦C f￿r Hefe als milder Hitzestress angesehen werden kann, da zum Beispiel unter4 Diskussion 86
dieser Temperatur auch kein Ein￿uss auf andere zellul￿re Prozesse wie Splicing und Ex-
port beobachtet werden kann, wie sie typischerweise unter Stressbedingungen in Hefe
beobachtet werden. In S￿ugerzellen konnte eine vermehrte Bildung von P-bodies unter
oxidativem Stress beobachtet werden, jedoch war die P-body Bildung unter Hitzestress
weniger stark ausgepr￿gt (Kedersha et al., 2005). Eine Erkl￿rung daf￿r k￿nnte sein,
dass die Stressantwort der P￿anzen, aufgrund ihrer sessilen Lebensweise, deutlich st￿r-
ker ausgepr￿gt ist als bei anderen Eukaryonten. Dies wird bereits deutlich anhand der
ungew￿hnlich gro￿en Anzahl an Transkriptionsfaktoren und Hitzestressproteinen (Nover
et al., 2001). Auch die Bildung von Hitzestressgranula (HSG) w￿hrend der Hitzestress-
antwort, die einzigartig f￿r P￿anzen ist, unterst￿tzen diese These (Nover et al., 1983,
1989).
Bisher ist jedoch noch unklar, ob die vergr￿￿erten P-bodies auch mit einer erh￿hten
Abbaurate gleichzusetzten sind, da die Gr￿￿e der P-bodies sowohl vom mRNA Zu￿uss
als auch der mRNA-Abbaurate abh￿ngt (Abb. 4.2). Es ist denkbar, dass die mRNAs
w￿hrend der Stressphase vorerst in den P-bodies gespeichert werden und erst in der
Erholungsphase abgebaut werden. K￿rzlich konnte zum Beispiel f￿r die P-bodies der
Hefen gezeigt werden, dass mRNA auch tempor￿r in den P-bodies gespeichert und der
Translation wieder zugef￿hrt werden k￿nnen (Brengues et al., 2005). Auch die in dieser
Arbeit beobachtete Reduktion der Anzahl und Gr￿￿e der P-bodies in der xrn4-5 Mu-
tante nach der Cycloheximid Behandlung k￿nnte eine Speicherfunktion der P-bodies
andeuten (Abb. 3.15). Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass die akkumu-
lierten mRNAs durch eine andere Exonuklease wie beispielsweise dem Exosom abgebaut
wurden. Erste Hinweise auf eine Speicherfunktion der P-bodies von S￿ugerzellen konnten
durch die Studien der CAT-1 mRNA (cationic aminoacid-transporter) erhalten werden.
Diese mRNA wird unter normalen Bedingungen durch den Ein￿uss von einer miRNA
in einem nicht-translatiertem Zustand in den P-bodies gespeichert und wird erst unter
Stressbedingungen freigesetzt (Bhattacharyya et al., 2006).4 Diskussion 87
Auch wenn das Schicksal der mRNAs in den P-bodies unter Stress noch nicht gekl￿rt
wurde, ist davon auszugehen, dass die Akkumulation von mRNAs in P-bodies die Zelle
dabei unterst￿tzt, sich an ver￿nderte Umweltbedingungen anzupassen. Zum einen k￿nn-
te die ￿berf￿hrung der mRNA in einen nicht-translatierten Zustand zur bevorzugten
Translation von neu synthetisierter mRNA wie zum Beispiel Hitzestressproteine, auf-
grund der reduzierten Konkurrenz um Translationsfaktoren, f￿hren. Weitherhin w￿rde
der selektive Abbau von Transkripten zur Umprogrammierung der Genexpression bei-
tragen, um sich an die ver￿nderten Bedingungen anzupassen.
4.8 P-bodies, RSGs und HSGs
Der Ein￿u￿ von Stress f￿hrt zur St￿rung vieler zellul￿rer Prozesse, insbesondere von
solchen, bei denen makromolekulare Komplexe, die besonders emp￿ndlich gegen￿ber
Stressein￿￿ssen sind, beteiligt sind. Besonders auf mRNA Ebene ￿nden in allen Euka-
ryonten eine Reihe von Ver￿nderungen statt, so dass es zu einer bevorzugten Translation
von Stressprotein-kodierenden mRNAs kommt. Das Schicksal der nicht translatierten
Haushalts mRNAs konnte jedoch noch nicht gekl￿rt werden. Zwei M￿glichkeiten sind
denkbar: 1) Die mRNAs werden direkt dem Abbau zugef￿hrt. 2) Die mRNAs werden
in einer nicht-translatierten Form bis zu einer Erholungsphase gespeichert. Dann k￿n-
nen sie wieder der Translation oder dem mRNA-Abbau zugef￿hrt werden. Sehr wahr-
scheinlich ist jedoch, dass beide M￿glichkeiten zutre￿en und f￿r verschiedene mRNAs
individuell reguliert werden.
In bisherigen Modellen wurde angenommen, dass die HSGs unter Stressbedingungen,
neben ihrer Funktion in der Regulation der Proteinhom￿ostase, auch eine zentrale Rolle
im mRNA-Metabolismus spielen und m￿glicherweise identisch mit den Stress Granu-
la der S￿ugerzellen sind. Durch die in dieser Arbeit (in Zusammenarbeit mit Dr. M.
Fauth) durchgef￿hrten Kolokalisationsanalysen von Markerproteinen der HSG, RSG
und P-bodies konnte nun erstmals gezeigt werden, dass die zellul￿ren Prozesse mRNA-4 Diskussion 88
Abbau, mRNA-Speicherung und Aufrechterhaltung der Proteinhom￿ostase auf einzelne
zytoplasmatische Kompartimente beschr￿nkt sind, und diese voneinander unabh￿ngig
sind (Abb. 3.18, 3.19).
Die Kolokalisationsstudien der P-bodies und der HSGs zeigten keine direkte Verbin-
dung beziehungsweise r￿umliche N￿he der Kompartimente zueinander (Abb. 4.4). Dies
deutet darauf hin, dass kein direkter Austausch von Komponenten zwischen diesen Kom-
partimenten statt￿ndet. Jedoch ist es m￿glich, dass zu anderen Zeiten der Stressantwort
funktionelle Verbindungen vorhanden sind. Im Gegensatz zu den HSGs konnte im Falle
der RSGs h￿u￿g eine r￿umliche N￿he zu den P-bodies beobachtet werden. Echtzeit Un-
tersuchungen von Stress Granula und P-bodies in S￿ugerzellen konnten sogar teilweise
eine Fusionierung dieser Strukturen zeigen (Wilczynska et al., 2004; Kedersha et al.,
2005). Es ist m￿glich, dass den RNA Stressgranula neben der mRNA-Speicherung eine
Funktion in der Sortierung von mRNAs zukommt, und dass diese mit entscheiden, ob
eine mRNA dem Abbau zugef￿hrt oder gespeichert wird (Abb. 4.4). Die Interaktion
der P-bodies mit den RNA Stressgranula k￿nnte den Austausch von mRNAs und be-
stimmten Proteinen erm￿glichen. So konnte beispielsweise auch gezeigt werden, dass
die 5’-3’Exoribonuklease und der Initiationsfaktor eIF4E innerhalb dieser Strukturen
ausgetauscht wird (Kedersha et al., 2005). Da jedoch viele P-bodies detektiert wurden,
die sich nicht in r￿umlicher N￿he zu den RSG befanden, ist anzunehmen, dass w￿hrend
der Stressantwort ein Teil der Haushalts mRNA direkt dem Abbau zugef￿hrt wird.
Die Vergr￿￿erung der P-bodies unter Hitzestress und die Interaktion mit RNA Stress-
granula ist ein neuer und besonders interessanter Aspekt der p￿anzlichen Hitzestressant-
wort. In zuk￿nftigen Untersuchungen sollte ￿ber Echtzeitanalysen die Beziehung dieser
Kompartimente n￿her charakterisiert werden. Solche Analysen k￿nnten dabei helfen,
die komplexe Hitzestressantwort und das Schicksal der mRNA unter Stressbedingungen
zu kl￿ren.4 Diskussion 89
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Abbildung 4.4: Modell f￿r das Schicksal von mRNA unter Stressbedingungen. W￿hrend
einer Stressphase wird mRNA in RNA Stressgranula gespeichert oder direkt dem 5’-3’mRNA-
Abbau (P-bodies) zugef￿hrt. Die in den RSG gespeicherte mRNA kann anschlie￿end wieder in
die Polysomenverband eingebunden werden oder durch die Fusion mit P-bodies dem mRNA-
Abbau zugef￿hrt werden. Die HSGs, die f￿r die Speicherung und Renaturierung von Proteinen
verantwortlich sind, stehen nicht in r￿umlicher N￿he mit den RNA-haltigen Kompartimenten
und scheinen nicht direkt am mRNA-Metabolismus beteiligt zu sein.5 Zusammenfassung
Die Regulation der Genexpression ist essentiell f￿r Organismen, um sich an st￿ndig
￿ndernde Umweltbedingungen anzupassen. Besonders unter Stressbedingungen kommt
es in Eukaryonten zur Umprogrammierung der Genexpression. Dabei werden bevor-
zugt mRNAs, die f￿r Stressproteine kodieren, translatiert, w￿hrend es zum Auslaufen
der Polysomen auf der Haushalts mRNA kommt. Das Schicksal der Haushalts mRNA
konnte jedoch noch nicht ausreichend gekl￿rt werden. Bisherige Studien in S￿ugerzel-
len und P￿anzen haben gezeigt, dass unter Stressbedingungen ein Gro￿teil der polyA
mRNA in Form von 48S* Pr￿-Initiationskomplexen in RNA Stressgranula gespeichert
werden. In P￿anzen bilden sich ausserdem Hitzestressgranula, die an der Aufrechterhal-
tung der Proteinhom￿ostase beteiligt sind. Allerdings konnte bei P￿anzen noch nicht
gekl￿rt werden, welche Rolle dem mRNA-Abbau unter solchen Bedingungen zukommt.
Der mRNA-Abbau in P￿anzen ist bisher nur sehr wenig charakterisiert. Die meisten
Erkenntnisse stammen aus Studien mit Hefen und S￿ugerzellen. Dabei konnten zwei
mRNA-Hauptabbauwege identi￿ziert werden: der Exosomale 3’-5’mRNA-Abbau und
der 5’-3’mRNA-Abbau. Lokalisationsstudien der mRNA-Abbauproteine haben gezeigt,
dass diese in zytoplasmatischen Processing bodies (P-bodies) konzentriert sind und Orte
des 5’-3’mRNA-Abbaus darstellen.
Der mRNA-Abbau in P￿anzen ist bisher nur sehr wenig charakterisiert. Die meisten
Erkenntnisse stammen aus Studien mit Hefen und S￿ugerzellen. Dabei konnten zwei
mRNA-Hauptabbauwege identi￿ziert werden: der Exosomale 3’-5’mRNA-Abbau und
der 5’-3’mRNA-Abbau. Beide Abbauwege werden durch die Deadenylierung der mRNA
905 Zusammenfassung 91
initiiert. Beim 5’-3’mRNA-Abbau wird die Kappenstruktur der mRNA anschlie￿end
durch einen Decappingkomplex bestehend aus Dcp1 und Dcp2 entfernt und danach das
Transkript durch die 5’-3’Exoribonuklease Xrn abgebaut. Die Decappingreaktion ist ein
kritischer Schritt des mRNA-Abbaus und wird durch zahlreiche Proteine, wie zum Bei-
spiel dem LSm1-7 Komplex, reguliert. Lokalisationsstudien der mRNA-Abbauproteine
haben gezeigt, dass diese in zytoplasmatischen Processing bodies (P-bodies) konzen-
triert sind und Orte des 5’-3’mRNA-Abbaus darstellen. Studien in Hefe zeigten, dass
die P-bodies hochdynamisch sind und eine wichtige Rolle unter Stressbedingungen ein-
nehmen. Diese Entdeckung f￿hrte zu der Frage, ob die P-bodies auch in P￿anzen kon-
serviert sind, und ob sie m￿glicherweise funktionell mit den unter Stress gebildeten RNA
Stressgranula und Hitzestressgranula verbunden sind.
Das komplette sequenzierte Genom von Arabidopsis thaliana eignete sich zur Iden-
ti￿kation von mRNA-Abbauproteine kodierender Gene. Unter Verwendung von Ami-
nos￿uresequenzen bereits bekannter mRNA-Abbauproteine aus Hefe und S￿ugerzellen
konnten Homologe identi￿ziert werden. Die anschlie￿ende Charakterisierung dieser Pro-
teine zeigte, dass diese Proteine Komponenten des 5’-3’mRNA-Abbaus darstellen, die in
zytoplasmatischen Strukturen lokalisieren. Diese Strukturen konnten schlie￿lich durch
weitere Charakterisierung als p￿anzliche P-bodies identi￿ziert werden:
1. ￿ber die Analyse des Genoms konnten Homologe f￿r die Decappingproteine Dcp1
und Dcp2 sowie f￿r die Proteine LSm1,2,5,8 als Untereinheiten des LSm1-7 Kom-
plexes identi￿ziert werden. F￿r jedes Abbauprotein konnte jeweils nur ein Gen
identi￿ziert werden. Die Sequenzvergleiche der Proteine mit Homologen aus Hefe,
S￿ugerzellen sowie mit translatierten Sequenzen von p￿anzlichen EST-Sequenzen
zeigten, dass die f￿r die jeweilige Funktion der Proteine essentiellen Dom￿nen in
P￿anzen konserviert sind.
2. RT-PCR Analysen und die Auswertung der Microarray Daten des AtGenexpress
Projektes zeigten, dass die Gene konstitutiv exprimiert werden und das Express-5 Zusammenfassung 92
ionsmuster auch unter Stressbedingungen nicht signi￿kant ver￿ndert ist.
3. Lokalisationsstudien der mRNA-Abbau Proteine mit Hilfe von GFP-Markierung-
en in Tabak Mesophyll Protoplasten zeigten, dass die Proteine in hochdynami-
schen zytoplasmatischen Foci zu ￿nden sind, die auch die 5’-3’Exoribonuklease
Xrn4 enthalten. Diese Foci konnten durch weitere Analysen als p￿anzliche P-
bodies identi￿ziert werden. Im Fall von Dcp2 und den LSm Proteinen wurde
gezeigt, dass die Strukturbindung nur transient statt￿ndet.
4. ￿ber Hefe-Zwei-Hybrid Analysen konnten Protein-Protein-Interaktionen zwischen
den untersuchten Proteinen identi￿ziert werden. Unter Einsatz der Bimolecular
￿uorescence complementation analysis, einer Methode zum Nachweis von Protein-
Protein-Interaktionen im nat￿rlichen System, sowie auch die subzellul￿re Lokalisa-
tion der Proteinkomplexe, konnte gezeigt werden, dass die Interaktionen zwischen
den untersuchten Proteinen haupts￿chlich in P-bodies stattfanden.
Aufbauend auf diesen Befunden wurde ein Antik￿rper gegen Dcp1 als Marker erstellt,
der erstmals die Detektion der endogenen Strukturen in Arabidopsis thaliana erm￿glich-
te. Die weitere Charakterisierung dieser Strukturen ￿ber Immuno￿uoreszenzanalysen
best￿tigten, dass diese P-bodies sind. Es konnte gezeigt werden, dass die p￿anzlichen
P-bodies ￿hnliche Eigenschaften wie die P-bodies anderer Organismen besitzen. Sie sind
hochdynamisch und ben￿tigen untranslatierte mRNA f￿r die Assemblierung. Die Gr￿￿e
und Anzahl der P-bodies h￿ngt dabei vom Verh￿ltniss des Zu￿usses von mRNA und
der mRNA-Abbaurate ab:
1. In der xrn4-5 Mutante, bei der die Exoribonuklease Xrn4 durch eine T-DNA-
Insertion ausgeschaltet ist, sind die P-bodies stark vergr￿￿ert. Die Vergr￿￿erung
ist auf die Akkumulation von mRNA zur￿ckzuf￿hren, die f￿r den Abbau bestimmt
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2. Die Behandlung mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid, der mRNAs in den
Polysomen stabilisiert, ist die Gr￿￿e und Anzahl der P-bodies stark reduziert und
zeigt die Abh￿ngigkeit vom In￿ux untranslatierter mRNA.
3. Stressbedingungen, die eine massive Freisetzung von mRNA aus dem Polysomen-
verband zur Folge haben, f￿hrten zu einer starken Vergr￿￿erung der P-bodies.
Die Beobachtung, dass die P-bodies besonders unter Hitzestress vergr￿￿ert sind deu-
tet auf eine wichtige Rolle der P-bodies w￿hrend der Stressantwort hin und f￿hrte zu
der Frage nach der Beziehung der P-bodies zu RNA Stressgranula sowie zu Hitzest-
ressgranula. Durch Kolokalisationsanalysen mit Markern der RNA Stressgranula, der
Hitzestressgranula und der P-bodies konnte erstmals gezeigt werden, dass es sich um
voneinander unabh￿ngige Mikrokompartimente handelt, und dass unter Stressbedingun-
gen die zellul￿ren Prozesse mRNA-Abbau, mRNA-Speicherung und Aufrechterhaltung
der Proteinhom￿ostase auf einzelne Mikrokompartimente beschr￿nkt sind.
1. Die Bildung von P-bodies konnte unter Kontrollbedingungen beobachtet werden,
unter denen die RNA Stressgranula nicht gebildet wurden. Unter Stressbedin-
gungen konnten sowohl P-bodies als auch RNA Stressgranula detektiert werden.
Es konnte h￿u￿g eine r￿umliche N￿he beobachtet werden. Dies deutet auf einen
Austausch von Komponenten zwischen diesen Strukturen hin.
2. P-bodies konnten ohne die Bildung von Hitzestressgranula detektiert werden. Un-
ter Hitzestressbedingungen konnten zwischen Hitzestressgranula und P-bodies kei-
ne r￿umliche N￿he festgestellt werden.
3. Kolokalisationsanalysen der RNA Stressgranula und Hitzestressgranula zeigten,
dass diese Strukturen nicht identisch sind, aber h￿u￿g sehr nahe zusammen liegen.
Die Identi￿zierung und Charakterisierung der p￿anzlichen P-bodies und deren Kom-
ponenten bildet eine Grundlage f￿r zuk￿nftige Untersuchungen. Vor allem die massive5 Zusammenfassung 94
Bildung von P-bodies unter Stressbedingungen und die Interaktion der P-bodies mit
RNA Stressgranula zeigen neue Aspekte der p￿anzlichen Hitzestressantwort auf, die es
in zuk￿nftigen Untersuchungen zu kl￿ren gilt.Literaturverzeichnis
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Abbildung A.1: Subzellul￿re Lokalisation von GFP markierten mRNA-Abbau Proteinen in
Tabak Mesophyll Protoplasten. Siehe auch Abb. 3.5 und Abb. 3.6.B Split YFP Analyse
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Abbildung B.1: Split YFP Analyse in Tabak Mesophyll Protoplasten. Erstes Protein = N-
YFP; Zweites Protein = C-YFP. Siehe auch Abb. 3.9 und Tabelle 3.1.B Split YFP Analyse 111
Abbildung B.2: Split YFP Analyse in Tabak Mesophyll Protoplasten. Erstes Protein = N-
YFP; Zweites Protein = C-YFP. Siehe auch Abb. 3.9 und Tabelle 3.1.B Split YFP Analyse 112
Abbildung B.3: Split YFP Analyse in Tabak Mesophyll Protoplasten. Erstes Protein = N-
YFP; Zweites Protein = C-YFP. Siehe auch Abb. 3.9 und Tabelle 3.1.B Split YFP Analyse 113
Abbildung B.4: Split YFP Analyse in Tabak Mesophyll Protoplasten. Erstes Protein = N-
YFP; Zweites Protein = C-YFP. Siehe auch Abb. 3.9 und Tabelle 3.1.B Split YFP Analyse 114
Abbildung B.5: Split YFP Analyse in Tabak Mesophyll Protoplasten. Erstes Protein = N-
YFP; Zweites Protein = C-YFP. Siehe auch Abb. 3.9 und Tabelle 3.1.B Split YFP Analyse 115
Abbildung B.6: Split YFP Analyse in Tabak Mesophyll Protoplasten. Erstes Protein = N-
YFP; Zweites Protein = C-YFP. Siehe auch Abb. 3.9 und Tabelle 3.1.B Split YFP Analyse 116
Abbildung B.7: Split YFP Analyse in Tabak Mesophyll Protoplasten. Erstes Protein = N-
YFP; Zweites Protein = C-YFP. Siehe auch Abb. 3.9 und Tabelle 3.1.Publikationen
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